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UJI AKTIVITAS ANTIBIOFILM Aspergillus aculeatus 
TERHADAP BIOFILM Staphylococcus aureus 
Staphylococcus aureus (S. aureus) merupakan bakteri Gram positif dan merupakan flora 
normal pada tubuh manusia, namun bakteri ini juga dapat bersifat patogen yang 
menyebabkan berbagai manifestasi klinis dan infeksi dari ringan sampai berat seperti 
bakterimia, infeksi kulit, endokarditis, infeksi paru-paru, osteomyelitis, infeksi jaringan 
lunak, toxic shock syndrome hingga dapat menyebabkan kematian. S. aureus mampu 
membentuk biofilm yang mampu memperkuat faktor virulensinya. Senyawa antibiofilm 
yang digunakan pada penelitian ini adalah Cell-free Supernatant (CFS) Aspergillus 
aculeatus dengan konsentrasi yang diujikan yaitu 100%; 50%; 25%; 12,5% dan 6,25%. 
Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah Metode Microtiter Plate (MtP) dengan 
melakukan uji pencegahan perlekatan biofilm, uji penghambatan pertumbuhan biofilm dan 
uji penghancuran biofilm. Hasil penelitian selanjutnya diuji menggunakan SPSS. Hasil 
tertinggi pada uji pencegahan perlekatan biofilm terlihat pada konsentrasi 50% dengan 
persentase 59,80%; pada uji penghambatan pertumbuhan biofilm pada konsentrasi 50% 
dengan persentase 29,54; dan pada uji penghancuran biofilm pada konsentrasi 100% 
sebesar 27,73%. 





ANTIBIOFILM ACTIVITY TEST OF Aspergillus aculeatus 
AGAINST BIOFILM OF Staphylococcus aureus 
 
Staphylococcus aureus (S. aureus) is a Gram positive bacterium and is a normal flora in the 
human body, but this bacterium can also be pathogenic causing various clinical 
manifestations and infections from mild to severe such as bacteremia, skin infections, 
endocarditis, lung infections, osteomyelitis, soft tissue infection, toxic shock syndrome and 
can cause death. S. aureus is able to form biofilms that can amplify its virulence factors. 
The antibiofilm compounds used in this study were Cell-free Supernatant (CFS) 
Aspergillus aculeatus with the tested concentrations of 100%; 50%; 25%; 12.5% and 6.25%. 
The method used in this study is the Microtiter Plate (MtP) method by conducting biofilm 
adhesion prevention tests, biofilm growth inhibition tests and biofilm degradation tests. 
The results of the next study were tested using SPSS. The highest results in the biofilm 
adhesion prevention test were seen at a concentration of 50% with a percentage of 59.80%; 
in the biofilm growth inhibition test at a concentration of 50% with a percentage of 29.54; 
and in the biofilm destruction test at 100% concentration of 27.73%. 
 












1.1. Latar Belakang 
Staphylococcus aureus (S. aureus) merupakan bakteri Gram positif dan 
merupakan flora normal yang berada di kulit dan juga membran mukus terutama 
pada rongga mulut, namun bakteri ini juga dapat bersifat patogen yang menyerang 
manusia sehingga menyebabkan berbagai manifestasi klinis dan infeksi dari ringan 
sampai berat seperti bakterimia, infeksi kulit, endokarditis, infeksi paru-paru, 
osteomyelitis, infeksi jaringan lunak, toxic shock syndrome hingga dapat 
menyebabkan kematian (Taylor and Unakal, 2020). 
Infeksi S. aureus terjadi di seluruh dunia (Samadin and Aziz, 2014). 
Diperkirakan 50% penduduk dunia merupakan karier dari bakteri S. aureus 
(Rahmadani, 2017). Menurut WHO (2002), 8,7% penyakit infeksi nosokomial di 
dunia disebabkan oleh bakteri S. aureus. Menurut data di Amerika Serikat, angka 
kematian penderita septisemia yang disebabkan oleh S. aureus mencapai 11-48% 
(Santosaningsih et al., 2011). Kejadian tertinggi di Asia terdapat pada Hong-Kong 
70%, Taiwan 60%, diikuti dengan Indonesia 23,5%, Cina 20%, dan Filipina 5%  
(Sjahril and Agus, 2018). Menurut Cancer for Disease Prevention, sebanyak 
13.300 pasien meninggal akibat bakteri yang resisten. Di Rumah Sakit Saiful 
Anwar Malang, 94% pasien yang terinfeksi oleh S. aureus resisten terhadap 
ampisilin dan methicillin. Isolat Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA) didapatkan prevalensi tertinggi sebanyak 45,3% pada tahun 2012 
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sedangkan prevalensi terendah sebanyak 33,5% di RSSA pada tahun 2013 (Nuryah 
et al., 2019; Santosaningsih et al., 2011). 
Patofisiologi penyakit yang disebabkan oleh S. aureus beragam, 
bergantung pada jenis infeksinya, namun terdapat mekanisme dari S. aureus yang 
dapat menghindari respon imun host (inang) dengan cara membentuk biofilm, 
memproduksi kapsul antiphagocytic, sekuestrasi antibodi sel inang (host) atau 
penyamaran antigen host oleh Protein A dan pemblokiran kemotaksis leukosit 
(Taylor and Unakal, 2020). Biofilm yang terbentuk dapat menyebabkan resistensi 
terhadap antibiotik semakin kuat. Biofilm yang merupakan kumpulan dari 
mikroorganisme dapat membuat penetrasi dari antibiotik terbatas. Selain itu, 
biofilm mampu menyebabkan faktor virulensi lainnya semakin kuat. Hal ini 
dikarenakan dengan adanya biofilm, menyebabkan resistensi semakin tinggi dan 
koloni bakteri yang tumbuh akan semakin banyak (Gunardi, 2007) 
S. aureus merupakan bakteri yang sering ditemukan memiliki sifat 
resistensi terhadap suatu obat. Salah satu jenis S. aureus yang sering ditemukan 
dalam dunia klinis yang memiliki tingkat resistensi tinggi terhadap antibiotik adalah 
Methicillin-resistant S. aureus (MRSA). MRSA merupakan jenis S. aureus S. 
aureus yang kebal terhadap beberapa antibiotik, di antaranya methacillin, penisilin, 
oxacilin, amoksicilin dan cephalosporin (Centre for Health Protection, 2019) 
Berdasarkan penelitian di Instalasi Rawat Inap Rumah Sakit PKU Muhammadiyah 
Surakarta pada tahun 2016, didapatkan tingkat resisten S. aureus terhadap beberapa 
antibiotik dengan persentase sebesar 100% terhadap amoksisilin, 75% terhadap 
ampisilin, sefriakson dan seftazidim, 50% terhadap sefoksitin, dan 25% terhadap 
sefepim (Pradani, 2016). 
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Menurut WHO, lebih dari 60% infeksi akibat bakteri disebabkan oleh 
biofilm. Pembentukan biofilm oleh S. aureus merupakan respon terhadap 
lingkungan yang kurang menguntungkan baginya. Biofilm adalah kumpulan 
mikroorganisme yang dapat berikatan kuat dan hidup bersama pada lingkungan 
yang lembab dan diselubungi polisakarida baik di permukaan abiotik maupun biotik 
seperti dalam tubuh manusia (Hadiwiyono, 2009). Biofilm dapat terdiri dari satu 
jenis spesies yang berkumpul maupun dari beberapa spesies yang berikatan kuat 
yang erat kaitannya dengan sistem quorum sensing  (LIPI and Triana, 2018).  
Quorum sensing (QS) merupakan suatu sinyal komunikasi interseluler 
bakteri baik Gram negatif maupun positif yang telah terbukti terlibat dalam 
pengembangan biofilm (Hadiwiyono, 2009). QS mulai melakukan sintesis sinyal 
saat terdapat peningkatan kepadatan populasi sel bakteri. QS memengaruhi 
pembentukan biofilm, kemampuan hidup bakteri pada lingkungan, mekanisme 
pengendalian hayati, virulensi spesies patogen dan penghindaran kolonisasi 
mikroba kompetitor (Yarwood et al., 2004; Hadiwiyono, 2009).  Salah satu hal 
yang dapat mengatasi pembentukan biofilm dari S. aureus yaitu dengan membentuk 
antibiofilm yang bekerja mengacaukan sinyal komunikasi perlekatan bakteri (QS) 
(Lu et al., 2019). 
Terdapat sebuah hadits dari riwayat Muslim yang berbunyi “Nabi 
Muhammad  shallallahu 'alaihi wasallam, beliau bersabda: "Setiap penyakit ada 
obatnya. Apabila ditemukan obat yang tepat untuk suatu penyakit, akan sembuhlah 
penyakit itu dengan izin Allah 'azza wajalla."”. Dari hadits tersebut dapat 
dijelaskan bahwa setiap penyakit yang diturunkan Allah swt., pasti ada obatnya. 
Kita sebagai umatNya memiliki tugas untuk meneliti dan menemukan obat dari 
4 
 
suatu penyakit. Dan juga disebutkan dalam Qur’an Surat Az-Zumar ayat 21 yang 
berbunyi “Apakah kamu tidak memperhatikan, bahwa sesungguhnya Allah 
menurunkan air dari langit, maka diaturnya menjadi sumber-sumber air di bumi 
kemudian ditumbuhkan-Nya dengan air itu tanam-tanaman yang bermacam-
macam warnanya, lalu menjadi kering lalu kamu melihatnya kekuning-kuningan, 
kemudian dijadikan-Nya hancur berderai-derai. Sesungguhnya pada yang 
demikian itu benar-benar terdapat pelajaran bagi orang-orang yang mempunyai 
akal”. Pada ayat tersebut disebutkan bahwa dari tanaman yang memiliki berbagai 
macam warna kemudidian dijadikan-Nya hancur berderai, hal tersebut merupakan 
salah satu manfaat dari jamur. Manfaat jamur lainnya juga perlu kita teliti seperti 
penggunaannya sebagai obat untuk lebih mendalami ayat tersebut. 
Pembentukan antibiofilm yang mengacaukan sinyal quorum sensing (QS) 
patogen dengan menggunakan anti-QS atau Quorum Sensing Inhibitor (QSIs) 
(Andrea, 2012). Anti-QS dapat ditemukan pada beberapa jamur seperti pada genus 
Aspergillus.  Aspergillus merupakan suatu genus jamur (fungi) yang tersebar di 
seluruh dunia dan memiliki banyak spesies, seperti  Aspergillus niger, Aspergillus 
aculeatus, Aspergillus japonicas, Aspergillus brasiliensis, Aspergillus tereus, 
Aspergillus oryzae, dan masih banyak lagi. (Pařenicová et al., 2001). A. aculeatus 
merupakan salah satu bahan alam yang mulai dikembangkan menjadi obat yang 
mudah ditemukan. 
A. aculeatus memiliki kandungan enzim Cellobiase Dehydrogenase 
(CDH) dan  β-glucosidase yang dapat membentuk antibiofilm (Baba et al., 2015; 
Rasouli et al., 2020). CDH merupakan enzim ekstraseluler yang diproduksi oleh 
beberapa jamur. Enzim tersebut diketahui dapat mengoksidasi laktosa secara efektif 
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dengan menggunakan spektrum luas yang diyakini dapat berguna sebagai 
antibiofilm (Rasouli et al., 2020). A. aculeatus memiliki β-glucosidase yang 
memiliki efek memotong ikatan glukosa yang dapat menghambat pembentukan 
perlekatan bakteri dan juga membebaskan fenolik (Damayanti, 2019). Substansi 
fenolik juga dapat menghambat proses quorum sensing. Penghambatan quorum 
sensing pada S. aureus dapat menghilangkan molekul sinyal pembentukan peptida. 
Sehingga diharapkan dapat mengganggu pertumbuhan bakteri patogen tersebut. 
(Damayanti, 2019; Ma’rufah et al., 2013). Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan 
untuk membuktikan efek antibiofilm dari A. aculeatus terhadap bakteri S. aureus. 
1.2. Rumusan Masalah 
1.2.1. Rumusan Masalah Umum 
Apakah Aspergillus aculeatus memiliki efek antibiofilm terhadap biofilm 
Staphylococcus aureus? 
1.2.2. Rumusan Masalah Khusus 
a. Apakah Aspergillus aculeatus memiliki efek antibiofilm terhadap 
pencegahan perlekatan biofilm Staphylococcus aureus? 
b. Apakah Aspergillus aculeatus memiliki efek antibiofilm terhadap 
pertumbuhan biofilm Staphylococcus aureus? 
c. Apakah Aspergillus aculeatus memiliki efek antibiofilm terhadap 
penghancuran biofilm Staphylococcus aureus? 
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1.3. Tujuan Penelitian 
1.3.1. Tujuan Penelitian Umum 
Mengetahui aktivitas antibiofilm Aspergillus aculeatus terhadap biofilm 
Staphylococcus aureus. 
1.3.2.  Tujuan Penelitian Khusus 
a. Mengetahui aktivitas antibiofilm Aspergillus aculeatus terhadap 
pencegahan perlekatan biofilm Staphylococcus aureus. 
b. Mengetahui aktivitas antibiofilm Aspergillus aculeatus terhadap 
pertumbuhan biofilm Staphylococcus aureus. 
c. Mengetahui aktivitas antibiofilm Aspergillus aculeatus terhadap 
penghancuran biofilm Staphylococcus aureus. 
1.4. Manfaat Penelitian 
1.4.1. Manfaat Akademik 
Memberikan tambahan pengetahuan dan pengembangan ilmu mengenai 
aktivitas antibiofilm Aspergillus aculeatus terhadap biofilm Staphylococcus 
aureus. 
1.4.2. Manfaat Aplikatif 
Memberikan informasi mengenai pemanfaatan Aspergillus aculeatus 









2.1. Staphylococcus aureus 
2.1.1. Taksonomi Staphylococcus aureus 
Taksonomi Staphylococcus aureus menurut Syahrurahman et al., (2019) 
yaitu sebagai berikut: 
Domain : Bacteria 
Kingdom : Eubacteria 
Ordo  : Eubacteriales 
Famili  : Micrococcaceae 
Genus  : Staphylococcus 
Spesies : S. aureus 
2.1.2. Karakteristik Staphylococcus aureus 
S. aureus merupakan bakteri Gram positif yang berbentuk seperti anggur 
dan bulat, yang berasal dari kata staphyle dan kokus yang berarti berkelompok dan 
bulat. S. aureus merupakan salah satu bakteri yang berbentuk sferis yang 
menggerombol secara tidak teratur, namun dapat juga salah satu siisnya menjadi 
agak datar karena adanya tekanan. Bakteri ini memiliki ukuran 0,8-1,0 mikron. 
Bakteri ini dapat berdiri sendiri, menggerombol, berpasangan, dan bahkan dapat 
tersusun seperti rantai pendek. Pada pembenihan padat, susunan yang didapatkan 
biasanya tidak teratur seperti pada agar dan biasanya berbentuk bulat dengan ukuran 
1-2 mm, konveks, buram, mengkilat dan konsistensi lunak, serta pada agar darah 
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biasanya ukuran koloni yang terbentuk menjadi lebih besar, pembenihan kaldu 
biasanya bakteri ini tersusun rantai pendek (Syahrurachman, 2019). 
S. aureus tidak dapat bergerak dan spora tidak dapat dihasilkan oleh bakteri 
ini. Bakteri Gram positif ini kadang ditemukan dalam bentuk Gram negatif pada 
bagian tengah gerombolan. Pada bakteri yang telah difagositosis dan pada bakteri 
yang hampir mati biasanya yang membentuk Gram negatif. Bakteri ini dapat hidup 
dengan suhu 37⁰C dalam kaldu, untuk rentan suhunya yaitu 15⁰C-40⁰C, dan suhu 
optimumnya yaitu 35⁰C dengan suasana tanpa udaran (aerob). Bakteri ini juga dapat 
bersifat aerob fakultatif dan dapat hidup pada udara yang mengandung hidrogen 
saja dan pH optimumnya yaitu 7,4 (Syahrurachman, 2019). 
Pada awal pertumbuhan, koloni cenderung tidak berwarna dan dinamakan 
S. alba, namun seiring pertumbuhan bakteri, terbentuk pigmen yang dapat larut 
dalam alkohol, kloroform, benzol, dan eter. Pigmen ini akan tetap ada dalam koloni 
dan termasuk dalam lipokhrom dengan warna sedikit kuning keemasan dan 
dinamakan S. aureus yang digunakan sebagai diagnosis penyakit akibat bakteri ini. 
Sedangkan yang berwarna kuning dinamakan S. citreus (Syahrurachman, 2019). 
2.1.3. Patogenitas Staphylococcus aureus 
Bakteri S. aureus merupakan flora normal yang terdapat pada kulit manusia 
dan selaput mukosa manusia seperti hidung. S. aureus  juga merupakan bakteri 
patogen yang bersifat invasif. Bakteri ini dapat menjadi patogen karena memiliki 
faktor virulensi. S. aureus mampu menghasilkan peptidoglikan untuk membentuk 
dinding bakteri yang memiliki endotoxin-like-activity. Peptidoglikan juga dapat 
menghambat respon inflamasi. S. aureus juga memiliki protein sel permukaan atau 
Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules (MSCRAMMs), seperti 
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clumping factors yang dapat berikatan dengan fibrinogen, fibronectin-binding 
proteins yang dapat berikatan dengan kolagen, fibronectin, dan bone sialoprotein-
binding proteins. Komponen protein sel permukaan dapat menyebabkan perlekatan 
S. aureus pada jaringan inang. (Rosalina, 2018). 
S. aureus mampu menghasilkan biofilm di berbagai permukaan seperti di 
jaringan inang maupun di permukaan alat protetik. S. aureus juga mampu 
membentuk small-variant colony (SVCs) yang mampu bersembunyi pada sel inang 
tanpa menyebabkan kerusakan signifikan pada sel. Dengan adanya biofilm, S. 
aureus mampu terlindung dari perlindungan tubuh dan efek antibiotik. Sehingga 
dengan adanya faktor-faktor tersebut, S. aureus mampu menyebabkan berbagai 
manifestasi klinis. S. aureus dapat menyebabkan infeksi ringan sampai berat, di 
antaranya seperti bakterimia, infeksi kulit, endokarditis, infeksi paru-paru, 
osteomyelitis, dan juga infeksi jaringan lunak. Infeksi berat dapat disebabkan 
karena bakterimia yang mampu bermetastasis ke berbagai organ vital, seperti pada 
otak yang dapat menyebabkan meningitis, abses otak dan serebritis (Rosalina, 
2018; Taylor and Unakal, 2020). 
S. aureus dapat menghambat proses fagositosis. Penghambatan proses 
tersebut diperantarai dengan adanya mikrokapsul dan protein A yang terdapat pada 
dinding sel bakteri ini. Protein A dapat berikatan dengan IgG pada sisi Fc. Dengan 
ikatan tersebut, bakteri mampu menghasilkan anti opsonin dan menimbulkan efek 
antifagositosit kuat. Selain itu, S. aureus juga memiliki beberapa enzim untung 
menginvasi dan merusak jaringan inang. Enzim tersebut diantaranya protease, 
elastase, lipase, kinase dan hyaluronidase yang dapat menyebabkan S. aureus 
mampu bermetastasis ke berbagai organ tubuh (Rosalina, 2018). 
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S. aureus mampu menghasilkan enzim katalase. Enzim katalase turut 
berperan dalam membentuk hidrogen (H2) dan  oksigen (O2) dari hydrogen 
peroksida (H2O2). S. aureus juga mampu memfermentasikan mannitol menjadi 
asam. S. aureus dapat menghasilkan enzim koagulase yang membedakan dengan 
jenis S. lainnya. Enzim koagulase tersebut mampu menggumpalkan plasma sitrat. 
Enzim koagulase dapat mengaktifkan polimerasi fibrin dan membentuk deposit 
fibrin dengan berikatan dengan prothrombin, sehingga dapat menghambat 
fagositosis (Rosalina, 2018). 
Pada fase awal, koagulase berperan dalam menimbulkan infeksi dengan 
melindungi bakteri dari fagositosis dan dapat melakukan multiplikasi. Koagulase 
merupakan salah satu faktor virulensi S. aureus. Bakteri ini dianggap sebagai 
patogen invasif karena mampu menghasilkan koagulase. Koagulase memiliki dua 
jenis yaitu koagulase bebas (free coagulase) dan koagulase terikat (bound 
coagulase) (Rosalina, 2018). 
S. aureus memiliki membrane-damaging toxin yang seperti leukosidin, 
leukotikson, dan hemolisin. Leukosidin mampu merusak sel leukosit dengan 
membentuk membrane sel leukosit. S. aureus mampu menghasilkan eksotoksin 
mampu mengakibatkan nekrosis jaringan. Eksotoksin yang dihasilkan strain CA-
MRSA dinamakan Pantone Valentine Leukodine (PVL). PVL menyebabkan 
Polymorphonuclear Neutrophils (PMN) lisis dan melepaskan reactive oxygen 




2.1.3.1. Methicilliin-resistent Staphylococcus aureus (MRSA) 
S. aureus banyak ditemukan resisten terhadap antibiotik, hal tersebut 
berkaitan dengan faktor virulensi bakteri tersebut. Salah satu jenis S. aureus yang 
resisten terhadap antibiotik yaitu Methicillin-resistent Staphylococcus aureus 
(MRSA). MRSA merupakan salah satu penyebab tersering dari penyebab infeksi 
yang ada dalam dunia medis. MRSA dilaporkan menyebabkan infeksi mulai dari 
rentang 7% sampai 60% di Amerika Serikat. MRSA memilki resistensi terhadap 
antibiotik beta-lactam (Siddiqui and Koirala, 2020). MRSA merupakan jenis S. 
aureus S. aureus yang kebal terhadap beberapa antibiotik, di antaranya methacillin, 
penisilin, oxacilin, amoksicilin dan cephalosporin (Centre for Health Protection, 
2019). 
MRSA dapat menyebabkan berbagai macam infeksi pada organ yang 
spesifik pada manusia. Dilaporkan bahwa MRSA menyebabkan meningkatnya 
tingkat mortalitas pada pasien yang menderita bakterimia (15%-60%), endokarditis 
(30%-37%), pneumonia (30%-40%), infeksi pada tulang dan sendi dan infeksi pada 
kulit dan jaringan ikat. 
2.1.4. Manifestasi Klinis Infeksi Staphylococcus aureus 
2.1.4.1. Infeksi Piogenik (Danupratama et al., 2017) 
a. Folikulitis 
Folikulitis adalah salah satu bentuk infeksi kulit yang dapat menyebabkan 
pembentukan formasi pustula, furunkel sampai karbunkel pada kulit. 
Folikulitis terbagi menjadi dua macam, yaitu folikulitis superfisial dan 
folikulitis profunda. Furunkel merupakan peradangan yang terjadi pada folikel 
rambut dan sekitarnya. Furunkel yang menjadi satu dapat menjadi Karbunkel. 
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b. Impetigo dan Selulitis 
Impetigo merupakan infeksi pada kulit yang umumnya berbentuk bula 
karena adanya produksi toksin eksofoliatif. Selulitis adalah suatu kelainan dari 
kulit di lapisan subkutan yang berupa infiltrat difus dengan tanda radang akut. 
c. Infeksi organ dalam oleh S. aureus 
S. aureus dapat menyebar secara hematogen dari lesi pada kulit. 
Penyebaran tersebut dapat menyebabkan bakterimia, penumonia, meningitis, 
endokarditis, abses otak, infeksi giinjal, osteomielitis dan infeksi pada organ 
lainnnya. 
2.1.4.2. Penyakit Toksigenik (Danupratama et al., 2017) 
a. Staphylococcal Scalded Skin Syndrome 
Gambaran klinis pada penyakit ini yaitu eritema yang didapatkan pada 
daerah periorbital dan perioral. Eritema dapat menyebar ke daerah trunkus dan 
juga ekstremitas. Bayi dan anak-anak lebih rentan terkena penyakit ini dan 
biasanya disertai gejala demam dan letargi. 
b. Staphylococcal Toxic Shock Syndrome (STSS) 
STSS merupakan penyakit yang memiliki gejala seperti demam, 
hipotensi, bercak makular yang difus, muntah, diare, pengelupasan epidermis 
dan nyeri otot yang berat. Hal ini diakibatkan olek toksin yang dihasilkan oleh 
bakteri penyebab syok sindrom. 
c. Staphylococcal Food Poisoning (Keracunan) 
Keracunan terjadi setelah mengonsumsi makanan yang terkontaminasi 
enterotoksi A, B, C1, C2, C3, D, E atau H. Keracunan biasanya terjadi 1-6 jam 
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setelah makanan masuk tubuh. Gejala yang dirasakan seperti muntah, mual, 
nyeri abdomen dan diare. 
2.1.5. Identifikasi Staphylococcus aureus 
2.1.4.1. Mikroskopis 
Pewarnaan Gram dapat dilakukan sebagai uji identifikasi secara 
mikroskopis pada S. aureus. Pewarnaan Gram dilakukan untuk mengidentifikasi 
ukuran, bentuk, dan susunan bakteri. Pewarnaan Gram pada S. aureus menunjukkan 
bakteri berwarna ungu dan berbentuk bulat. Bakteri Gram positif berwarna ungu 
karena mampu mempertahankan zat warna dari kristal violet. Hal ini dikarenakan 
dinding peptidoglikan yang lebih tebal pada bakteri Gram positif, sehingga saat 
dicuci dengan alkohol, dinding bakteri masih menempel dan mampu menangkap 
zat warna kristal violet (Rahmi et al., 2015). 
 
Gambar 2.1 Hasil Pewarnaan Gram Bakteri Gram Positif 
Bakteri akan terwarna menjadi warna ungu kebiruan. 
Sumber : www.alponsin.wordpress.com 
2.1.4.2 Biakan pada Medium Differensial 
Medium diferensial merupakan medium yang dapat memberikan suatu 
tampilan yang khas pada suatu koloni dari jenis organisme tertentu. Medium yang 
dapat digunakan S. aureus merupakan mannitol salt agar (MSA). Media dan koloni 
akan berwarna kuning, hal ini karena adanya fermentasi manitol yang diubah 
menjadi asam oleh S. aureus. Asam yang dihasilkan berupa asam organik yang 
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dapat mengubah pH pada MSA. Sehingga warna merah pada MSA dapat berubah 
menjadi kuning keemasan (Rahmi et al., 2015; Abidah, 2020). 
 
Gambar 2.2 S. aureus pada MSA 
Sumber : www.docplayer.info 
2.1.4.3 Uji Biokimia 
Uji biokimia untuk menentukan bakteri merupakan S. aureus diantaranya 
yaitu uji katalase, uji mannitol, dan uji koagulase, uji voges-proskouer (VP), dan 
uji glukosa. Uji katalase dilakukan untuk membedakan antara Streptococcus dan 
Staphylococcus. Uji katalase digunakan untuk mengetahui aktivitas katalase suatu 
bakteri. Enzim katalase dapat memecah hidrogen peroksida (H2O2) menjadi air 
(H2O) dan oksigen (O2). S. aureus memiliki hasil positif pada uji katalase, hal ini 
ditunjukkan dengan terbentuknya gelembung-gelembung pada pengujian (Dewi, 
2013; Rahmi et al., 2015). 
Uji mannitol bertujuan mengetahui aktivitas bakteri dalam melakukan 
fermentasi mannitol. Aktivitas fermentasi mannitol ditandani dengan perubahan 
warna medium berbahan mannitol menjadi warna kuning. S. aureus positif dapat 
melakukan fermentasi mannitol, dengan mengubah mannitol menjadi asam laktat. 
Perubahan tersebut mampu menurunkan pH medium menjadi asam. Uji koagulase 
digunakan untuk membedakan spesies S. aureus dengan Staphylococcus lainnya. 
Uji koagulase dilakukan untuk mengetahui adanya enzim koagulase yang dibentuk 
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oleh S. aureus pada dinding selnya (Dewi, 2013; Jiwintarum et al., 2015; Rahmi et 
al., 2015). 
Uji glukosa digunakan untuk mengetahui aktivitas perubahan senyawa 
glukosa menjadi asam-asam organik. Pada S. aureus diketahui mampu melakukan 
fermentasi terhadap glukosa sehingga saat diinokulasikan membuat media 
berwarna kuning (Dewi, 2013; Rahmi et al., 2015). 
2.2. Biofilm 
2.2.1. Definisi Biofilm 
Biofilm adalah suatu zat yang diproduksi oleh agregat mikroorganisme 
seperti protozoa, bakteri, alga dan jamur. Zat tersebut tertutup dalam matriks 
polimer ekstraseluler mikroorganisme tersebut. Pembentukan biofilm pada 
mikroorganisme dapat melindungi mikroorganisme dari berbagai gangguan seperti 
amoeba, bakteriofag, pengeringan, dan biosida yang biasa digunakan pada industri. 
Pembentukan biofilm dapat menyebabkan suatu mikroorganisme resisten terhadap 
antibiotik. Biofilm dapat terbentuk pada berbagai permukaan, bisa menempel pada 
organ tubuh manusia dan berbagai alat kesehatan (Abidah, 2020) 
2.2.2. Struktur Biofilm 
Biofilm dibentuk dari mikrokoloni dan proses dasar pembentukan dari 
biofilm. Mekanisme quorum sensing, perlekatan dan resistensi antimikroba 
merupakan proses dasar pembentukan biofilm. Dari proses dasar tersebut, suatu 
mikrokoloni dapat menerangkan interaksi fisiologis dalam biofilm yang telah 
matang. Biofilm terbentuk dari kumpulan sel bakteri (15% dari volume) dan materi 
matriks (85% dari volume). Eksopolisakarida mungkin menyusun 50%-90%  
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karbon organik biofilm dan dianggap sebagai bahan pembentuk matriks utama 
(Gunardi, 2007). 
2.2.3. Mekanisme Pembentukan Biofilm 
Pembentukan biofilm dapat ditemui pada berbagai permukaan baik biotik 
maupun abiotik. Permukaan abiotik diantaranya plastik, kaca, baja, stinless steel, 
implant medis, dan lain-lain. Sedangkan permukaan biotik seperti kulit manusia dan 
jaringan binatang. Adhesin merupakan senyawa yang memperantai perlekatan 
dengan permukaan abiotik. Sedangkan perlekatan biofilm dengan permukaan biotik 
sebagian besar diperantarai oleh interaksi antar protein seperti protein bakteri 
dengan protein ekstraseluler yang ada pada permukaan biotik (Abidah, 2020). 
 Pembentukan awal biofilm dimulai dari sel planktonik atau sel yang hidup 
bebas yang melakukan agregasi secara longgar dan saling berikatan dengan 
interaksi yang lemah. Pada saat tersebut, bakteri masih dapat kembali ke bentuk 
planktonik. Setelah melekat, bakteri akan memperbanyak diri dan membentuk satu 
lapisan tipis (monolayer) biofilm. Pada saat pembentukan satu lapisan tipis biofilm, 
sel akan berhenti membelah selama beberapa jam dan membuat perubahan pada sel 
planktonik tadi. Sel planktonik akan melakukan transisi menjadi fenotip biofilm. 
Dan membuat sel yang berbeda secara fisiologik dan metabolik dari sel 
planktoniknya. Perlekatan terjadi karena adanya interaksi hidrofobik atau hidrofilik 
antara permukaan dengan adhesi spesifik organel perlekatan seperti fimbria, 
flagella, lipopolisakarida dan protein adhesif. Perlekatan dapat menjadi ireversible 
antara bakteri dan permukaan. Bakteri yang melakukan perubahan genotip maupun 
fenotip bertujuan untuk memastikan perkembangan dan maturase biofilm (Gunardi, 
2007; Abidah, 2020). 
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Seiring pertumbuhan bakteri, sel biofilm akan menghasilkan 
eksopolisakarida yang membantu dalam melekatkan bakteri dengan suatu 
permukaan. Setelah itu terbentuklah mikrokoloni dari bakteri tersebut dan 
monolayer yang telah disebutkan di atas. Monolayer dikenal sebagai substrat 
sebagai tempat sel bakteri melekat dan membentuk mikrokoloni atau disebut 
dengan linking film. Sel-sel yang terus melanjutkan pertumbuhannya dan 
membentuk lapisan yang semakin tebal, akan menyebabkan mikroba yang terdapat 
dalam lapisan terdalam kekurangan nutrisi dan timbul akumulasi yang bersifat 
toksik. Untuk mengatasi kekurangan nutrisi tersebut, mikrokoloni akan terbentuk 
seperti jamur yang memiliki saluran atau pori-pori yang dapat dilewati oleh nutrisi 
dan hasil metabolit semua sel (Gunardi, 2007). 
Seiring perkembangan bakteri, sel-sel bakteri dalam matriks mengeluarkan 
sinyal kimia. Molekul sinyal ini berperan dalam pengaturan aktivitas biofilm dan 
pembentukan karakteristik biofilm yang lebih matang. Aktivitas sinyal tersebut 
menjadi suatu proses dari quorum sensing. Quorum sensing merupakan 
kemampuan molekul untuk melakukan komunikasi antar sel melalui sinyal peptide 
dan molekul seperti competence stimulating peptide, rhamnolipid, 3,5-cyclic 
diguanylic acid (c-di-GMP), modulin yang larut dalam fenol, farnesol dan lain-lain. 
Setelah itu akan teraktivasi mekanisme genetic yang mendasari produksi 
eksopolisakarida ketika intensitas sinyal mencapai level threshold. Mikrokoloni 
yang telah terbentuk akan menjadi makro koloni. Makrokoloni akan membentuk 
fluid-filled channel yang berguna dalam proses pertukaran produk buangan dalam 
biofilm (Gunardi, 2007; Abidah, 2020). 
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Mikrokoloni terus berkembang dan mengalami maturasi. Maturasi 
dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti konsentrasi nutrisi, pH, oksigen, sumber 
karbon, suhu, osmolaritas, konsentrasi elektrolit, dan tipe permukaan. Maturasi 
bakteri tersebut dapat terlihat dari kepadatan dan kompleksitas biofilm. Komponen 
biofilm akan terus berkembang hingga mencapai titik kritikal dan keseimbangan 
dinamik. Saat mencapai titik tersebut, persediaan nutrisi dan pH akan menurun, dan 
timbul akumulasi metabolik. Hal tersebut menyebabkan dispersi biofilm yaitu tahap 
saat bakteri sudah mulai berhenti untuk mengode gen ekspopolisakarida atau 
fimbria. Pada tahap ini juga gen pengode protein kemotaktik dan flagella akan 
ditingkatkan regulasinya secara simultan. Sehingga bakteri tersebut akan kembali 
ke bentuk planktonik dan terlepas dari biofilm. Setelah kembali ke bentuk 
planktonik, sel dapat kembali membentuk biofilm dengan mencari tempat 
perlekatan yang baru. Sehingga siklus biofilm akan terus berlanjut (Abidah, 2020). 
 
Gambar 2.3 Mekanisme Pembentukan Biofilm 
Siklus pembentukan biofilm dimulai dari pembentukan sel planktonik yang 
melekat dan membentuk monolayer. Selanjutnya membentuk mikrokoloni dan 
membentuk biofilm hingga menjadi sel matur dan kembali ke sel planktonik. Sel 
palnktonik akan kembali membentuk biofilm pada tempat yang berbeda. 





2.2.4. Pembentukan Biofilm pada Staphylococcus aureus 
Pembentukan biofilm pada bakteri S. aureus terjadi dalam empat tahap yaitu 
perlekatan, perkembangan awal struktur biofilm, maturasi dan dispersi sel yang 
akan kembali ke dalam bentuk planktonik. Keterlibatan faktor permukaan sel 
seperti fimbrae, flagella, produksi eksopolisakarida, protein autotransfer diperlukan 
untuk membentuk biofilm. Produksi biofilm pada S. aureus bergantung pada 
kemampuan bakteri untuk menempel, berproliferasi, dan menghasilkan matrik 
ekstraseluler, terutama yang terbentuk dari Polysaccharide Intercelluler Adhesion 
(PIA). Tahap pertama dimulai dari penempelan pada matriks protein seperti 
fibrinogen (Fg), fibronectin (Fn), vitronektin (Vn), dan lain sebagainya. Komponen 
permukaan mikroba akan mengenali molekul matriks penempel ketika terdapat 
daya adhesi yang terikat secara kovalen dengan peptidoglikan pada dinding sel. S. 
aureus memiliki lebih dari 20 komponen, sehingga dapat mengenali matriks gen 
penempel sementara.  (Hidayati and Liuwan, 2019; Purbowati, 2017) 
Tahap kedua pembentukan biofilm yaitu perkembangan awal struktur 
biofilm. Pada tahap ini juga disebut dengan tahap irreversible. Ikatan nonkovalen 
seperti enzim autolysin berperan dalam tahap ini. Pada tahap ini eksopolisakarida 
mulai dibentuk dan membuat bakteri-bakteri baru dapat melekat. Setelah terbentuk 
lapisan pertama biofilm, selanjutnya akan terjadi penarikan sel-sel dari spesies yang 
sama dan berbeda ke biofilm. Tahap ketiga yaitu maturasi biofilm, sel-sel tersebut 
akan berbentuk seperti jamur dan menara. Lapisan biofilm akan semakin tebal 
hingga dapat membentuk lebih dari 100 lapisan biofilm. Setelah lapisan biofilm 
tersebut tebal, bakteri akan tersusun berdasarkan kemampuan toleransi terhadap 
oksigennya. Misalnya, bakteri aerob akan tinggal di lapisan lebih luar untuk 
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menyerap oksigen. Biofilm yang mengalami maturasi akan menyekresikan struktur 
biofilm seperti protein, DNA, polisakarida, dan lain sebagainya (Hidayati and 
Liuwan, 2019). 
Tahap keempat yaitu dispersi sel atau tahap pemecahan. Tahap ini 
merupakan tahap paling penting dalam siklus perkembangan biofilm. Faktor yang 
dapat menyebabkan adanya pemecahan sel diantaranya kurangnya nutrisi, populasi 
susah terlalu besar, persaingan yang ketat antar sel, dan lain-lain. Penyebaran dapat 
terjadi secara menyuluruh atau hanya pada bagian tertentu dari biofilm. Setelah itu 
terbentuk sel planktonik yang dapat menginisiasi kembali biofilm baru di bagian 
yang lain (Hidayati and Liuwan, 2019). 
2.2.5. Quorum Sensing 
Quorum sensing merupakan kemampuan molekul dan komunikasi antar sel 
untuk mencetuskan suatu aksi yang bergantung pada konsentrasi sinyal pada 
lingkungan. Komunikasi antar sel memiliki peran penting untuk pembentukan 
biofilm. Proses quorum sensing sel bakteri dilakukan dengan menyekresi suatu 
molekul sinyal ekstraseluler yang disebut autoinducer (AI). Molekul tersebut 
berfungsi untuk mengatur proses biologis pada sel bakteri. Molekul sinyal akan 
dikenali oleh reseptor yang terdapat pada sitoplasma atau membran sel saat 
mencapai threshold level. Kemudian sinyal tersebut dapat mengaktifkan ekspresi 
gen tertentu sesuai target sinyal. Quorum sensing mampu mengatur pembentukan 
biofilm, produksi faktor virulensi, dan resistensi antibiotik (Abidah, 2020). 
Molekul sinyal pada bakteri gram positif dan negatif memiliki molekul yang 
berbeda. Molekul sinyal yang dihasilkan oleh bakteri Gram positif berupa peptide 
yang disebut autoinducing peptides (AIP) dan actinomycete produce A-factor. 
21 
 
Sedangkan molekul sinyal yang dihasilkan oleh bakteri Gram negatif  berupa acyl-
homoserine lactone (AHL) dan turunan S-adenosyl methionine (SAM) seperti 
autoinducer-2 (Abidah, 2020). 
 
Gambar 2.4 Quorum sensing. Gram positif (kiri) diperrantai oleh produksi sinyal 
peptide. Gram negatif (kanan) diperantarai oleh sinyal AHL 
Sumber : www.thebiologynotes.com 
2.2.6. Quorum Sensing pada Staphylococcus aureus 
S. aureus menghasilkan molekul sinyal berupa peptida yang disebut dengan 
autoinducer peptide (AIP). Molekul sinyal tersebut diregulasi oleh accessory gene 
regulator (agr) yang merupakan karakteristik terbaik dari quorum sensing yang 
dimiliki oleh S. aureus. Sistem agr menggunakan oligopeptida siklik atau AIP yang 
berkontribusi pada patogenesis bakteri dengan mengatur ekspresi virulensi gen 
yang bergantung pada kepadatan temporal cell. Pengaturan gen oleh agr mengkode 
protein permukaan seperti protein A, koagulase, fibronectin, dan protein-protein 
yang juga disekresi seperti protease, hemolisin, toxic shock syndrome toxin 1 
(TSST-1), dan enterotoksin B (Park et al., 2007) 
Sistem agr dari quorum sensing dikaitkan dengan resistensi antibiotic 
glikopeptida pada S. aureus. Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Novick 
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(2000), menggambarkan bahwa inaktivasi sementara oleh sistem agr QS mungkin 
cukup untuk mencegah efek yang merusak infeksi dari S. aureus. Terdapat empat 
AIP yang berbeda, namun memiliki tingkat kemiripan variasi urutan. Hal tersebut 
telah diidentifikasi sebagai molekul agr QS (Park et al., 2007). 
 
Gambar 2.5 empat variasi AIP (autoinducer peptide) 
Sumber : Park et al., 2007. 
2.2.7. Resistensi Biofilm terhadap Antibiotik 
Kecenderungan bakteri resisten terhadap antibiotik banyak ditemukan pada 
bakteri di dalam biofilm dibandingkan dalam bentuk planktonik. Matriks EPS 
merupakan agen yang memperantarai adanya resistensi. Matriks tersebut 
menyebabkan lebih sulitnya penetrasi antibiotik ke dalam biofilm. Sebagian bakteri 
mampu melakukan mutasi genetik secara acak pada plasmid. Melalui transfer gen 
horizontal, plasmid tersebut dapat dipindahkan ke sel lain dengan mudah. Frekuensi 
transfer gen horizontal pada biofilm terjadi lebih tinggi disbanding pada sel 
plantonik. Pada lepisan terdalam biofilm, terdapat keterbatasan oksigen dan nutrisi. 
Hal ini menyebabkan laju metabolisme, pembelahan dan pertumbuhan sel menjadi 
lebih lambat. Sehingga bakteri menjadi kurang sensitif terhadap antibiotik yang 
menargetkan pembelahan sel. Antibiotik juga tidak dapat mempengaruhi 
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subpopulasi sel dengan laju pertumbuhan sangat lambat atau nol, subpopulasi sel 
tersebut sering disebut dengan sel persister (Abidah, 2020). 
2.2.8. Uji Pembentukan Biofilm 
2.2.8.1.Metode Tabung 
Metode tabung merupakan metode untuk mendeteksi adanya pembentukan 
biofilm secara kualitatif. Metode ini dapat dilakukan dengan mengamati garis 
biofilm yang dapat terbentuk pada dinding tabung dan dasar tabung. Metode ini 
menggunakan media TSB yang diberi glukosa lalu diinokulasikan satu ose 
mikroorganisme dan menjadi subkultur. Kemudian, subkultur diinkubasi selama 24 
jam pada suhu 37ºC. Selanjutnya tabung dibilas menggunakan PBS dan diwarna 
dengan kristal violet 0,1% selama 30 menit. Selanjutnya tabung dapat dibilas 
dengan menggunakan akuades dan dibiarkan mengering dengan posisi terbalik. 
Hasil dikatakan positif apabila ditemui garis yang terdapat pada bagian dinding dan 
dasar tabung. Penilaian jumlah biofilm dengan memberi angka 1 apabila tidak 
terbentuk biofilm/lemah, 2 apabila sedang, 3 apabila tinggi/kuat (Abidah, 2020; 
Ahmad, 2017). 
2.2.8.2.Metode Congo Red Agar 
Metode Congo Red Agar (CRA) merupakan metode untuk mendeteksi 
adanya biofilm dengan mengamati perubahan warna pada koloni bakteri 
mengunakan medium CRA. Komposisi medium CRA terdiri dari indicator Congo 
Red 8 g/L, brain heart infusion broth 37 g/L, sukrosa 50 g/L dan agar nomor 1 
10g/L. Medium CRA yang telah ditanam bakteri diinkubasi selama 24 hingga 48 
jam dengan suhu 37ºC. Bakteri yang membentuk koloni berwarna hitam merupakan 
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bakteri penghasil biofilm. Sedangkan bakteri yang tidak menghasilkan biofilm akan 
membentuk koloni berwarna merah (Abidah, 2020; Ahmad, 2017). 
 
Gambar 2.6 Metode Congo Red Agar. Terbentuk koloni berwarna hitam yang 
menandakan bakteri mampu menghasilkan biofilm. 
Sumber : www.researchgate.net 
2.2.8.3.Metode Microtiter Plate (MtP) 
Metode microtiter plate atau dikenal dengan metode tissue culture plate 
merupakan metode untuk mendeteksi biofilm secara kuantitatif. Isolat bakteri yang 
sudah diinkubasi semalam, diinokulasikan pada TSB dan diberi glukosa. 
Selanjutnya meletakkan isolat tersebut pada microtiter plate. Selanjutnya Plate 
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37ºC dengan kondisi aerob. Kemudian isi well 
dibilas dengan menggunakan PBS sebanyak 3 kali. Setelah dibilas, diberi etanol 
dan didiamkan selama 15 menit untuk dilakukan fiksasi. Selanjutnya isi well 
dituang dan diberi crystal violet selama 20 menit. Isi well dituang lagi dan dibilas 
menggunakan akuades steril. Langkah terakhir yaitu well ditambahkan asam asetat 
glasial 30%. Biofilm yang terbentuk diukur menggunakan microplate reader. 
Metode ini juga dapat digunakan untuk mendeteksi aktivitas agen antibiofilm. 
Blank diukur dari kontrol negatif yang berisi media. Nilai OD blank dibandingkan 
dengan isolat dan digunakan untuk mengidentifikasi adanya biofilm yang 
dihasilkan oleh bakteri. Apabila OD isolat lebih tinggi dari OD blank 
memnandakan isolat mampu menghasilkan biofilm (Ahmad, 2017; Abidah, 2020). 
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Interpretasi hasil OD terhadap produksi biofilm sesuai pada tabel 2.1 
Tabel 2.1 Interpretasi kekuatan pembentuk biofilm 
Rata-rata nilai OD Kekuatan penghasil biofilm 
ODisolat ≤ ODcut Non-biofilm producer 
ODcut ≤ ODisolat ≤ 2x ODcut Weak-biofilm producer 
2x ODcut ≤ ODisolat ≤ 4x 
ODcut 
Moderate-biofilm producer 
4x ODcut  ≤ ODisolat Strong-biofilm producer 
ODcut = Optical Density Cut-off value = rata-rata OD kontrol negatif + 3x 
Standar deviasi (SD) kontrol negative 
Sumber : Abidah, 2020 
2.2.8.4.PCR 
Metode PCR digunakan untuk mengidentifikasikan adanya ekspresi 
biofilm-associated gene pada suatu bakteri. Metode ini dapat digunakan dengan 
conventional PCR, real-time PCR, atau multiplex PCR (Abidah, 2020). 
2.3. Aspergillus aculeatus 
2.3.1. Taksonomi Aspergillus aculeatus 
Taksonomi Aspergillus aculeatus menurut Alexopoulus & Mims (1979) 
dalam Mudah (2013) yaitu sebagai berikut : 
Domain : Eukaryota 
Kingdom : Fungi 
Divisi  : Ascomycota 
Kelas  : Eurotiomycetes 
Ordo  : Eurotiales 
Famili  : Trichocomaceae 
Genus  : Aspergillus 
Spesies : Aspergillus aculeatus 
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2.3.2. Karakteristik Aspergillus aculeatus 
Aspergillus aculeatus merupakan isolat jamur yang sering ditemui di tanah 
dan buah yang busuk. Aspergillus aculeatus termasuk dalam Aspergillus section 
Nigri berdasarkan taksonominya. Aspergillus aculeatus berkerabat dekat dengan 
Aspergillus niger. Perbedaan Aspergillus aculeatus dengan Aspergillus niger 
terdapat pada bagian Aspergillus aculeatus dapat ditemukan struktur philades 
dengan vesikel yang lebih besar dan konidia berbentuk ellipsoidal. Bentuk philades 
tersebut membedakan dengan Aspergillus japonicas. Aspergillus aculeatus 
merupakan salah satu spesies dari Aspergillus yang memiliki spora konidia 
berwarna coklat gelap sampai hitam (Hocking, 2006; Simbolon, 2012). 
Aspergillus aculeatus dapat tumbuh dalam suhu 10-42ºC dengan suhu 
optimumnya terdapat pada suhu 30ºC. Pada suhu optimum Aspergillus aculeatus 
dapat menghasilkan aktivitas enzim pektinolitik yang tinggi. Aspergillus aculeatus 
dapat membentuk philades yang berbentuk ellipsoidal. Konidia yang dihasilkan 
Aspergillus aculeatus berbentuk ellipsoidal dan terkadang berbentu subspheroidal, 
dan memiliki ukuran 4-5 µm, spinose atau memiliki permukaan halus atau berduri, 
dan tersimpan dalam kepala jamur (Hocking, 2006). 
2.3.3. Identifikasi Aspergillus aculeatus 
2.3.3.1.Biakan pada Medium Diferensial 
Potato Dextrose Agar (PDA) adalah medium yang dapat digunakan untuk 
jamur Aspergillus sp. Medium PDA umum digunakan untuk pertumbuhan jamur. 
Hal ini dikarenakan pH PDA yang rendah, yakni mencapai 4,5 samapi 5,6. Medium 
yang memiliki pH rendah dapat menekan pertumbuhan bakteri yang umumnya 
tumbuh pada medium dengan pH netral. Pertumbuhan jamur dengan menggunakan 
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medium ini juga dapat optimal dengan suhu 25-30ºC. Aspergillus aculeatus pada 
medium PDA dapat tumbuh dan menghasilkan spora berwarna coklat hingga 
kehitaman (Aini and Rahayu, 2015; Octavia and Wantini, 2017). 
 
Gambar 2.7 Aspergillus aculeatus pada medium PDA. 
Sumber : Simbolon, 2012. 
2.3.4. Kandungan Aspergillus aculeatus 
Aspergillus aculeatus berbeda dari tipe aspergillus hitam lainnya, baik dari 
morfologi, perilaku fisiologisnya, dan kemampuan dalam memproduksi 
metabolisme sekunder. Jamur Aspergillus mampu memproduksi metabolisme 
sekunder seperti polyketide (PK) dan non-ribosomal peptide (NRP) yang berasal 
dari turunan campuran biosintetik. Metabolisme sekunder pada Aspergillus 
aculeatus dapat menjadi beberapa aktivitas biologis yang berbeda, seperti antijamur 
(acu leacins A-G dan CJ-15, 183), penghambatan enzim (CJ-15, 183 dan 
aspergilluson A) aktivitas antimikroba (secalonic D dan F) dan sitotoksisitas 
(aculeatusquinone B dan D). Aspergillus Aculeatus juga menghasilkan Cellobiase 
Dehydrogenase Enzyme (CDH) dan β-glucosidase yang memiliki aktivitas sebagai 




2.4.1. Definisi Antibiofilm 
Antibiofilm merupakan suatu zat yang dihasilkan oleh suatu 
mikroorganisme yang dapat mengacaukan aktivitas biofilm. Aktivitas antibiofilm 
merupakan proses alami atau terinduksi yang  dapat mengurangi biomassa suatu 
bakteri melalui perubahan biofilm. Antibiofilm secara garis besar dibagi menjadi 
dua kelompok, yaitu sintetik dan natural (berasal dari alam). Bahan antibiofilm 
sintetik dapat ditemukan pada non-thermal plasma technology, photodynamic 
substance, beberapa molekul dan peptide dan nanotechnology. Sedangkan bahan 
antibiofilm yang berasal dari alam dapat ditemukan pada beberapa protozoa, bakteri 
dan juga tumbuhan (Miquel et al., 2016). 
2.4.2. Mekanisme Antibiofilm 
Penelitian menunjukan terdapat dua mekanisme antibiofilm yang dapat 
memodulasi aktivitas biofilm, yaitu penghambatan perlekatan permukaan bakteri 
dan pengacauan perlekatan antar-biofilm matur. Mekanisme tersebut dapat terjadi 
dengan mengacaukan komunikasi yang terjadi antar bakteri atau lebih dikenal 
dengan quorum sensing. Antibiofilm berperan sebagai anti quorum sensing 
(Quorum Sensing Inhibitor/ QSIs) (Miquel et al., 2016; Lu et al., 2019). 
2.4.3. Aspergillus aculeatus sebagai Antibiofilm 
Pada Aspergillus aculeatus terdapat kandungan yang dapat menghasilkan 
antijamur, penghambat enzim, antimikroba, sampai antibiofilm. Beberapa 
kandungan yang dapat berguna sebagai antibiofilm di antaranya seperti Cellobiase 
Dehydrogenase Enzyme (CDH) dan β-glucosidase. CDH merupakan suatu enzim 
ekstraseluler yang dihasilkan oleh beberapa jamur.  CDH mampu mengoksidasi 
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laktosa secara efisien sehingga dapat menjadi lakton dengan menggunakan 
mekanisme spectrum luas. Sehingga dengan adanya kandungan CDH diharapkan 
dapat mengoksidasi kandungan laktosa pada selubung eksopolisakarida bakteri 
yang dapat menghasilkan biofilm (Yodsing et al., 2018; Rasouli et al., 2020). 
Kandungan lain yang dapat berperan dalam antibiofilm yaitu β-glucosidase. 
β-glucosidase yang memiliki efek memotong ikatan glukosa yang dapat 
menghambat pembentukan perlekatan bakteri dan juga menghasilkan fenolik. 
Substansi fenolik juga dapat menghambat proses quorum sensing. Penghambatan 
quorum sensing pada S. aureus dapat menghilangkan molekul sinyal pembentukan 
peptida. Sehingga diharapkan dapat mengganggu pertumbuhan bakteri patogen 
tersebut (Damayanti, 2017; Ma’rufah, Hertiani and Anshory, 2013; Baba et al., 
2015; Rasouli et al., 2020). 
2.4.4. Uji Antibiofilm 
Metode microtiter plate (MtP) atau dikenal dengan metode tissue culture 
plate merupakan metode untuk mendeteksi aktivitas antibiofilm dan biofilm secara 
kuantitatif. Isolat bakteri yang sudah diinkubasi semalam, diinokulasikan pada TSB 
dan diberi glukosa. Selanjutnya meletakkan isolat tersebut pada microtiter plate. 
Selanjutnya Plate diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37ºC dengan kondisi aerob. 
Kemudian isi well dibilas dengan menggunakan PBS sebanyak 3 kali. Setelah 
dibilas, diberi etanol dan didiamkan selama 15 menit untuk dilakukan fiksasi. 
Selanjutnya isi well dituang dan diberi crystal violet selama 20 menit. Isi well 
dituang lagi dan dibilas menggunakan akuades steril. Langkah terakhir yaitu well 
ditambahkan asam asetat glasial 30%. Biofilm yang terbentuk diukur menggunakan 
microplate reader (microELISA). Hasil pengukuran berupa OD yang dapat 
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dibandingkan untuk mengetahui aktivitas agen antibiofilm terhadap suatu bakteri 
yang dapat menghasilkan biofilm (Ahmad, 2017; Abidah, 2020). 
2.5. Kerangka Teori 
 
Gambar 2.8 Kerangka Teori 
Bakteri S. aureus merupakan bakteri Gram positif yang mampu menghasilkan 
biofilm. Biofilm dibentuk oleh sel-sel planktonik S. aureus yang awalnya hanya melekat 
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pada suatu tempat yang ikatannya masih bersifat reversibel. Sel planktonik selanjutnya 
membentuk mikrokoloni dan mulai membentuk biofilm dengan menggunakan komunikasi 
yang disebut dengan QS. Biofilm akan terus berkembang hingga membentuk biofilm yang 
matur. Pembentukan biofilm dapat menyebabkan aktivitas obat yang diberikan tidak 
mencapai titik paling dalam biofilm, sehingga dapat menyebabkan terjadinya resistensi 
obat. Biofilm yang telah matur akan mencapai titik kritikal yang memnyebabkan biofilm 
akan kembali pada bentuk plantonik. Kembalinya sel tersebut menjadi bentuk planktonik 
tidak membuat pertumbuhan biofilm berhenti. Sel planktonik akan kembali membentuk 
biofilm dengan mencari tempat perlekatan yang baru. Oleh karena itu dibutuhkan suatu 
senyawa antibiofilm untuk mengatasi pertumbuhan biofilm. 
Jamur A. aculeatus  memiliki kandungan yang dapat berfungsi sebagai antijamur, 
penghambat enzim-enzim mikroba dan antibiofilm. Jamur A. aculeatus memiliki 
kandungan QSI yang dapat mengacaukan QS S. aureus. Kandungan antibiofilm yang 
dihasilkan oleh jamur A. aculeatus yaitu CDH dan β-glucosidase. Kandungan CDH yang 
dapat mengoksidasi laktosa diharapkan dapat menghambat perlekatan dan pembentukan 
biofilm pada S. aureus. β-glucosidase mampu melepaskan ikatan glukosa dan 










KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN 
3.1. Kerangka Konsep Penelitian 
 
 
Gambar 3.1 Kerangka Konsep Penelitian 
 
Proses pembentukan biofilm S. aureus dimulai dari sel planktonik yang 
melakukan perlekatan awal pada permukaan baik biotik maupun abiotik. Perlekatan 
awal sifatnya reversible atau masih dapat kembali lagi menjadi sel planktonik. 
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Ketika sel planktonik yang melakukan perlekatan secara terus-menerus, perlekatan 
akan bersifat ireversibel. Sel-sel yang telah melekat secara ireversibel akan saling 
berkomunikasi (quorum sensing). Komunikasi antarsel menyebabkan terdapat 
koordinasi pertumbuhan dan mulai terbentuklah koloni kecil (mikrokoloni). 
Mikrokoloni S. aureus akan memproduksi eksopolisakarida (EPS) dalam 
biofilm. Mikrokoloni akan terus berkembang hingga membentuk biofilm matur. 
Saat biofilm telah matur, biofilm juga dapat kembali ke bentuk sel plantonik. 
Kembalinya sel matur menjadi sel planktonik dapat disebabkan oleh beberapa hal 
seperti kurangnya nutrisi dan oksigen serta keadaan yang tidak mendukung adanya 
biofilm. 
Cell-free supernatant jamur Aspergillus aculeatus memiliki kandungan-
kandungan yang dapat membentuk senyawa antibiofilm. Kandungan tersebut 
diantaranya yaitu Cellobiase Dehydrogenase Enzym (CDH) dan β-glucosidase. 
Kandungan CDH dapat mengoksidasi kandungan laktosa secara efisien. Sehingga 
kandungan CDH mampu mengoksidasi EPS dalam biofilm. Dengan demikian CDH 
mampu untuk menghambat pembentukan perlekatan awal, menghambat 
pembentukan EPS, menghambat pembentukan mikrokoloni dan maturasi biofilm 
tidak terbentuk. 
Kandungan β-glucosidase juga berperan dalam pembentukan senyawa 
antibiofilm. Kandungan ini memiliki efek memotong ikatan glukosa yang dapat 
menghambat pembentukan perlekatan bakteri dan juga membebaskan fenolik. 
Substansi fenolik juga dapat menghambat proses quorum sensing. Penghambatan 
quorum sensing pada S. aureus dapat menghilangkan molekul sinyal pembentukan 
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peptida. Sehingga tidak adanya komunikasi untuk membentuk mikrokoloni dan 
maturasi biofilm tidak terbentuk. 
Adanya kandungan antibiofilm pada A. aculeatus diharapkan mampu 
mencegah perlekatan biofilm, menghambat pertumbuhan biofilm dan 
menghancurkan biofilm dari bakteri S. aureus. Hal tersebut dapat diketahui dari 
pengukuran optical density (OD) masing-masing uji. OD didapatkan dengan 
melakukan metode microtiter plate biofilm assay. 
3.2. Hipotesis Penelitian 
H0: Aspergillus aculeatus tidak memiliki aktivitas antibiofilm terhadap biofilm S. 
aureus. 
















4.1. Rancangan Penelitian 
Pada penelitian ini menggunakan desain penelitian eksperimental murni 
(trueexperimental design). Pendekatan yang digunakan yaitu posttest-only control 
grup design. Metode microtiter plate biofilm assay digunakan untuk uji aktivitas 
antibiofilm dengan memperoleh nilai Optical Density (OD) pada masing-masing 
uji yang diukur mealui Microplate Reader. Penelitian ini menggunakan 8 kelompok 
yang terdiri atas 3 kelompok kontrol dan 5 kelompok uji. 
4.2. Lokasi dan Waktu Penelitian 
Penelitian dilakukan di laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran dan 
Ilmu Kesehatan UIN Malulana Malik Ibrahim Malang. Penelitian dilakukan pada 
Januari sampai Februari 2021. 
4.3. Populasi dan Sampel 
Penelitian ini menggunakan populasi S. aureus pembentuk biofilm. 
Banyaknya pengulangan pada penelitian ini dihitung berdasarkan Rumus Federer 
seperti di bawah ini. 
(t-1) (n-1) ≥  15 
Keterangan: 
t = kelompok perlakuan 
n = jumlah pengulangan tiap kelompok perlakuan 
Penelitian ini menggunakan 8 kelompok perlakuan. Kelompok tersebut terdiri dari 
3 kelompok kontrol dan 5 kelompok uji. Kelompok kontrol pada penelitian ini yaitu 
kelompok kontrol positif, kelompok kontrol negatif, dan kelompok kontrol media. 
Kelompok uji yang digunakan dengan menambahkan cell-free supernatant (CFS) 
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Aspergillus aculeatus sebesar 100µL dengan konsentrasi 100, 50%, 25%, 12,5%, 
6,25%.  
(t - 1) (n - 1) ≥ 15 
(8 – 1) (n – 1) ≥ 15 
        7 (n – 1) ≥ 15 
7n – 7 ≥ 15 
      7n ≥ 22 
        n ≥ 3,14 
Berdsarkan hasil perhitungan tersebut, diperoleh jumlah pengulangan sebanyak 3 
kali untuk masing-masing kelompok perlakuan. 
4.4. Variabel Penelitian 
4.4.1. Variabel Bebas 
Variabel bebas dari penelitian ini adalah persentase cell-free supernatant 
(CFS) Aspergillus aculeatus yang digunakan, yaitu persentase 100%, 50%, 25%, 
12,5% dan 6,25% dari 100 µL CFS Aspergillus aculeatus. 
4.4.2. Variabel Terikat 
Variabel terikat dari penelitian ini adalah OD pencegahan perlekatan 
biofilm S. aureus, OD pertumbuhan biofilm S. aureus dan OD penghancuran 
biofilm S. aureus. 
4.5. Kriteria Inklusi dan Eksklusi 
4.5.1. Kriteria Inklusi 
Kriteria inklusi dari penelitian ini yaitu: 
a. Jamur Aspergillus aculeatus yang telah diinkubasi selama 4 hari pada suhu 
28ºC. 
b. Staphylococcus aureus 
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1) Koloni S. aureus yang berusia 18-24 jam. 
2) Koloni S. aureus yang berwarna ungu dan berbentuk bulat pada uji 
pewarnaan Gram. 
3) Koloni S. aureus yang menunjukkan hasil sesuai sifat-sifat bakteri pada 
uji manitol salt agar, uji katalase dan uji gula-gula pada uji biokimia. 
4) Koloni S. aureus  yang mampu membentuk biofilm paling kuat pada uji 
pertumbuhan biofilm dengan metode microtiter plate biofilm assay. 
4.5.2. Kriteria Eksklusi 
Kriteria ekslusi dari penelitian ini yaitu: 
a. Jamur Aspergillus aculeatus yang telah diinkubasi selama kurang atau lebih 
dari 4 hari pada suhu 28ºC. 
b. Staphylococcus aureus 
1) Koloni S. aureus yang berusia kurang dari/lebih dari 18-24 jam. 
2) Koloni S. aureus yang tidak berwarna ungu dan berbentuk bulat pada 
uji pewarnaan Gram. 
3) Koloni S. aureus yang tidak menunjukkan hasil sesuai sifat-sifat bakteri 
pada uji manitol salt agar, uji katalase dan uji gula-gula pada uji 
biokimia. 
4) Koloni S. aureus  yang tidak mampu membentuk biofilm kuat pada uji 
pertumbuhan biofilm dengan metode microtiter plate biofilm assay. 
4.6. Definisi Operasional 
a. Staphylococcus aureus 




b. Biofilm S. aureus 
Biofilm S. aureus adalah kumpulan bakteri S. aureus yang saling melekat 
dan tertutup oleh matriks polimer ekstraseluler yang diproduksi oleh 
bakteri tersebut. 
c. Aspergillus aculeatus 
Aspergillus aculeatus adalah spesies jamur dalam genus Aspergillus. 
d. Metode microtiter plate biofilm assay 
Metode microtiter plate biofilm assay adalah metode mikrodilusi zat cair 
dengan menggunakan microplate yang dapat menghasilkan data kuantitatif 
mengenai aktivitas antibiofilm A. aculeatus terhadap S. aureus. 
e. Kelompok uji 
Kelompok uji adalah kelompok yang mendapat perlakuan pemberian cell-
free supernatant (CFS) jamur A. aculeatus dengan variasi persentase CFS, 
yaitu 100%, 50%, 25%, 12,5% dan 6,25%. 
f. Kelompok kontrol 
Kelompok kontrol adalah kelompok yang tidak mendapat perlakuan 
pemberian CFS jamur A. aculeatus. Kelompok kontrol pada penelitian ini 
terdiri dari kontrol positif, kontrol negatif dan kontrol media. Kelompok 
kontrol positif terdiri suspensi bakteri yang ditambahkan dengan antibiotik 
(Gentamicin). Kelompok kontrol negatif terdiri dari suspensi bakteri. 
Kelompok kontrol media terdiri dari campuran TSB, PDB dan glukosa 5%. 
g. Uji pertumbuhan biofilm 
Uji pertumbuhan biofilm adalah uji untuk mendeteksi kemampuan S. 
aureus dalam membentuk biofilm dengan hasil sebagai strong-biofilm 
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producer, moderate-biofilm producer, weak-biofilm producer, atau non-
biofilm producer. 
h. Uji pencegahan perlekatan biofilm 
Uji pencegahan perlekatan biofilm adalah uji yang dilakukan untuk 
mengetahui kemampuan CFS jamur A. aculeatus dalam mencegah 
perlekatan biofilm S. aureus dengan cara memberikan CFS A. aculeatus 
sebelum pemberian suspensi bakteri. 
i. Uji penghambatan pertumbuhan biofilm 
Uji penghambatan pembentukan biofilm adalah uji yang dilakukan untuk 
mengetahui kemampuan CFS jamur A. aculeatus dalam menghambat 
pembentukan biofilm S. aureus dengan cara memberikan CFS A. aculeatus 
bersamaan dengan pemberian suspensi bakteri.. 
j. Uji penghancuran biofilm 
Uji penghancuran biofilm adalah uji yang dilakukan untuk mengetahui 
kemampuan CFS jamur A. aculeatus dalam menghancurkan biofilm S. 
aureus yang telah terbentuk dengan cara memberikan CFS A. aculeatus 
setelah terbentuk biofilm S. aureus. 
k. Optical Density (OD) pencegahan perlekatan biofilm 
Optical Density (OD) pencegahan pertumbuhan biofilm adalah hasil 
kuantitatif yang menunjukkan kepadatan biofilm S. aureus setelah 
dilakukan uji pencegahan perlekatan biofilm pada S. aureus. 
l. Optical Density (OD) penghambatan pertumbuhan biofilm 
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Optical Density (OD) penghancuran biofilm adalah hasil kuantitatif yang 
menujukkan kepadatan biofilm S. aureus setelah dilakukan uji 
penghambatan pertumbuhan biofilm pada S. aureus. 
m. Optical Density (OD) penghancuran biofilm 
Optical Density (OD) penghancuran biofilm adalah hasil kuantitatif yang 
menujukkan kepadatan biofilm S. aureus setelah dilakukan uji 
penghancuran biofilm pada S. aureus. 
4.7. Alat dan Bahan Penelitian 
4.7.1. Alat Penelitian 
Alat-alat digunakan dalam penelitian ini adalah Laminar Air Flow (LAF), 
inkubator, incubator shaker, oven, tabung reaksi, kuvet, gelas ukur, mikropipet, 
ose, vortex, autoklaf, erlenmeyer, gelas beker, object glass, bunsen, 
spektrofotometer, timbangan analitik, magnetic stirrer, cawan petri, timer, 
Microplate flat-bottom 96 wells, Microplate Reader, Colony Counter. 
4.7.2. Bahan Penelitian 
a. Bahan uji, yaitu cell-free supernatant (CFS) A. aculeatus yang diperoleh 
dari Laboratorium Mikrobiologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik 
Ibrahim Malang. 
b. Bakteri uji, yaitu S. aureus yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi 
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. 
c. Bahan lainnya, yaitu kristal violet, safranin, akuades, alkohol 96%, PBS, 
asam asetat 30%, lugol, media uji IMVIC, reagen uji biokimia IMVIC, 
media Trypticase Soy Broth (TSB), media Potato Dextrose Broth (PDB), 
media Mannitol Salt Agar (MSA), glukosa, antibiotik Gentamisin, 
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alumunium foil, kertas saring, falcon, kasa, es batu, ice pack, kapas, blue 
disposal tip, yellow disposal tip dan plastik wrap. 
4.8. Prosedur Penelitian 
4.8.1. Penyiapan Jamur 
4.8.1.1.Identifikasi Jamur 
a. Uji Mikroskopis 
Aspergillus aculeatus merupakan isolat jamur yang sering ditemui di tanah 
dan buah yang busuk. Aspergillus aculeatus termasuk dalam Aspergillus section 
Nigri berdasarkan taksonominya. Aspergillus aculeatus berkerabat dekat dengan 
Aspergillus niger. Perbedaan Aspergillus aculeatus dengan Aspergillus niger 
terdapat pada bagian Aspergillus aculeatus dapat ditemukan struktur philades 
dengan vesikel yang lebih besar dan konidia berbentuk ellipsoidal. Bentuk philades 
tersebut membedakan dengan Aspergillus japonicas. Aspergillus aculeatus 
merupakan salah satu spesies dari Aspergillus yang memiliki spora konidia 
berwarna coklat gelap sampai hitam (Hocking, 2006; Simbolon, 2012). 
b. Biakan pada Medium Diferensial 
Potato Dextrose Agar (PDA) adalah medium yang dapat digunakan untuk 
jamur Aspergillus sp. Medium PDA umum digunakan untuk pertumbuhan jamur. 
Hal ini dikarenakan pH PDA yang rendah, yakni mencapai 4,5 samapi 5,6. Medium 
yang memiliki pH rendah dapat menekan pertumbuhan bakteri yang umumnya 
tumbuh pada medium dengan pH netral. Pertumbuhan jamur dengan menggunakan 
medium ini juga dapat optimal dengan suhu 25-30ºC. Aspergillus aculeatus pada 
medium PDA dapat tumbuh dan menghasilkan spora berwarna coklat hingan 
kehitaman (Aini and Rahayu, 2015; Octavia and Wantini, 2017). 
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4.8.1.2.Pembuatan Media Pertumbuhan 
Media pertumbuhan dibuat dengan menggunakan media Potato Dextrose 
Broth (PDB) dan ditambah dengan glukosa 2%. Sebanyak 100 mL media PDB 
disterilkan dengan autoklaf selama 30 menit pada suhu 121ºC.  Kemudian media 
PDB yang sudah steril ditambahkan dengan glukosa 2% sebanyak 2 mL. 
Penambahan glukosa 2% bertujuan untuk meningkatkan aktivitas antibiofilm jamur 
A. aculeatus. 
4.8.1.3.Penyiapan Cell-Free Supernatant Jamur (Prateeksha et al., 2020) 
Kultur A. aculeatus yang terlah diremajakan diambil dengan diameter 8 cm. 
kultur tersebut diinokulasikan pada media PDB yang telah disterilkan sebanyak 
100mL. Setelah itu meletakkan inokulum jamur tersebut pada incubator shaker 
dengan suhu 28ºC dengan kecepatan 10.000 rpm selama kurang lebih satu minggu 
untuk dapat diambil inokulumnya pada pembuatan inokulum selanjutnya. 
Peletakkan inokulum pada incubator shaker diharapkan pertumbuhan jamur dapat 
merata. 
Pembuatan inokulum selanjutnya digunakan untuk bahan pembuatan cell-
free supernatant (CFS). Pada inokulum sebelumnya, diambil sebanyak 5 mL 
inokulum yang diletakkan pada 45 ml PDB yang telah disterilkan. Inokulum 
sebanyak 50 mL ditambahkan dengan 1 mL glukosa 2%. Setelah itu, inokulum 
diletakkan pada incubator shaker selama 4 hari untuk dapat digunakan dalam 
pembuatan CFS. 
Setelah diinkubasi selama 4 hari, inokulum jamur dapat disaring dengan 
kertas whatman nomor 42 steril dan ditampung pada falcon. Falcon dikelilingi oleh 
ice pack atau es batu untuk mempertahankan kandungan enzim jamur. Setelah itu 
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falcon dapat diletakkan pada freezer selama kurang lebih 15 menit sampai terbentuk 
kristal. Apabila inokulum telah membentuk kristal, langkah selanjutnya yaitu kultur 
disentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 10.000 g. Inokulum disaring 
dengan filter paper 0,22 µm steril dan ditampung pada gelas beker steril untuk 
membuat CFS. Gelas beker dikelilingi oleh ice pack atau es batu. 
4.8.2. Penyiapan Bakteri 
4.8.2.1.Identifikasi Bakteri 
Identifikasi bakteri S. aureus dilakukan dengan uji mikroskopis, uji 
makroskopis dan uji biokimia. 
a. Uji Mikroskopis (Pewarnaan Gram) 
Uji mikroskopis untuk identifikasi bakteri S. aureus dapat dilakukan dengan 
pewarnaan Gram. Pewarnaan Gram dilakukan untuk mengidentifikasi ukuran, 
bentuk dan susunan bakteri. Langkah pertama dalam pewarnaan Gram yaitu dengan 
menyiapkan object glass yang akan digunakan. Object glass dibersihkan terlebih 
dahulu dengan menggunakan kapas, selanjutnya object glass dilewatkan di atas api 
bunsen. Hapusan bakteri S. aureus dibuat dengan menggunakan ose dan 
menyesuaikan ketebalan yang dibutuhkan. Hapusan ditunggu sampai mengering. 
Hapusan difiksasi dengan melewatkan object glass di atas api bunsen. Selanjutnya 
hapusan diberi 5 tetes kristal violet dan dibiarkan selama 1 menit. Hapusan dibilas 
dengan menggunakan PBS. Setelah itu, hapusan diberi 5 tetes larutan iodine/lugol 
dan dibiarkan selama 30 detik. Hapusan dibilas kembali dengan PBS. Hapusan 
diberi 5 tetes alkohol 96% dan dibiarkan selama 5 detik dan larutan alkohol 
dibuang. Hapusan dibilas dengan PBS. Selanjutnya meneteskan larutan safranin 
sebanyak 5 tetes dan dibiarkan selama 20 detik dan larutan dibuang. Hapusan 
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dibilas dengan PBS. Setelah mengeing, hapusan dapat diamati dengan 
menggunakan mikroskop dan warna bakteri akan berwarna ungu. 
 
Gambar 4.1 Langkah pewarnaan Gram (a) pemberian kristal violet (b) pemberian 
iodine (c) pemberian alkohol (d) pemberian safranin 
Sumber : www.materi.co.id 
b. Uji Makroskopis 
Uji makroskopis untuk mengidentifikasi bakteri S. aureus dapat dilakukan 
dengan biakan pada media MSA. Media MSA dapat dibuat dengan melarutkan 
media rehidrat MSA (Oxoid) sebanyak 5,55 g dalam 50 mL akuades. Pembuatan 
kultur bakteri S. aureus  pada MSA dapat dilakukan dengan mengambil satu ose 
bakteri S. aureus dan diinokulum pada media dengan metode streak. Medium yang 
telah diinokulum, selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37ºC. Medium 
yang terbentuk akan berwarna kuning hingga kuning keemasan (Rahmi et al., 
2015). 
c. Uji Biokimia 
Uji biokimia yang dilakukan pada penelitian ini adalah uji katalase, uji 
koagulase dan uji voges-prokouer (VP). 
1) Uji katalase 
Uji katalase pada penelitian ini dilakukan dengan meneteskan hidrogen 
peroksida 3% pada object glass yang bersih. Selanjutnya biakan S. aureus 
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diambil menggunakan ose dan dicampurkan pada hidrogen peroksida. S. 
aureus akan membentuk gelembung gas dari pemecahan hidrogen 
peroksida menjadi hidrogen dan oksigen. Gelembung yang terbentuk 
merupakan gas oksigen (Hayati et al., 2019). 
2) Uji Mannitol Salt Agar (MSA) 
Media MSA dapat dibuat dengan melarutkan media rehidrat MSA (Oxoid) 
sebanyak 5,55 g dalam 50 mL akuades. Pembuatan kultur bakteri S. aureus  
pada MSA dapat dilakukan dengan mengambil satu ose bakteri S. aureus 
dan diinokulum pada media dengan metode streak. Medium yang telah 
diinokulum, selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37ºC. Medium 
yang terbentuk akan berwarna kuning hingga kuning keemasan (Rahmi et 
al., 2015). 
3) Uji gula-gula 
Uji gula-gula pada penelitian ini menggunakan uji maltosa dan laktosa. Uji 
gula-gula dilakukan dengan menginokulasikan bakteri S. aureus ke dalam 
kaldu karbohidrat. Inokulum bakteri diinkubasi pada suhu 37⁰C selama 24 
jam. Hasil positif apabila warna menjadi kuning dan hasil negatif apabila 
warna tetap merah (Dewi, 2013). 
4.8.2.2.Pembuatan Media Pertumbuhan 
Media pertumbuhan yang digunakan untuk S. aureus adalah Trypticase 
Soy Broth (TSB) dengan penambahan glukosa 5%. Sebanyak 100mL media TSB 
disterilkan dengan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121ºC. Media yang telah 
steril diberikan glukosa 5% sebanyak 5mL. Penambahan glukosa 5% bertujuan 
untuk meningkatkan pembentukan biofilm S. aureus. 
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4.8.2.3.Penyiapan Suspensi Bakteri 
Suspensi bakteri disiapkan dengan media TSB steril yang telah diberi 
glukosa 5%. Selanjutnya 3 mL media tersebut diinokulumkan 1 ose bakteri S. 
aureus dan dihomogenkan menggunakan vortex. Inokulum bakteri tersebut 
selanjutnya diinkubasi selama 18 jam pada suhu 37ºC. Setelah diinkubasi, inokulum 
ditambahkan media TSB yang terlah diberi glukosa 5% sebanyak 2 mL dan 
dihomogenkan dengan menggunakan vortex. Lalu diinkubasikan kembali selama 
18 jam pada suhu 37ºC. Setelah itu, OD diukur menggunakan spektrofotometer 
dengan panjang gelombang 600nm hingga diperoleh OD 0,5. 
4.8.3. Pembuatan Kelompok Kontrol 
Kelompok kontrol terdiri dari kontrol positif, kontrol negatif dan kontrol 
media. Pada penelitian ini kontrol positif menggunakan Gentamicin. Pemilihan 
antibiotic Gentamicin didasarkan pada penelitian Afifah (2017). Dalam penelitian 
tersebut, disebutkan bahwa zona hambat yang dihasilkan Gentamicin adalah 
intermediet terhadap S. aureus. Kontrol negatif berisi suspensi bakteri S. aureus dan 
kontrol media terdiri dari campuran media jamur dan bakteri yang digunakan, yaitu 
PDB dan TSB. 
4.8.4. Uji Aktivitas Biofilm 
4.8.4.1.Uji Deteksi Pembentukan Biofilm (Aviantina, 2019; Abidah, 2020) 
Uji deteksi pembentukan biofilm S. aureus pada penelitian ini dilakukan 
dengan metode microtiter plate biofilm assay. Tujuan penggunaan uji ini adalah 
untuk mengetahui bahwa isolat S. aureus dapat membentuk biofilm dan juga 
kekuatan S. aureus dalam membentuk biofilm. Kelompok uji terdiri dari suspensi 
bakteri S. aureus sebanyak 200µL yang dimasukkan pada wells di microplate 96 
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wells. Kelompok kontrol terdiri dari media TSB yang dicampur dengan glukosa 2% 
sebanyak 200µL yang dimasukkan pada wells di microplate 96 wells. Microplate 
yang telah terisi kelompok uji dan kelompok kontrol diinkubasi tanpa diaduk 
selama 24, 48 dan 72 jam pada suhu 37ºC. 
Microplate yang telah diinkubasi, dikeluarkan dan dicuci dengan 
menggunkan PBS. Pencucian tersebut bertujuan untuk menghilangkan sel-sel 
planktonik yang tidak menempel. Selanjutnya microplate dikeringkan pada suhu 
ruang. Microplate yang telah mengering diberi larutan pewarna kristal violet 0,1% 
sebanyak 200µL pada masing-masing well. Pewarnaan tersebut bertujuan untuk 
mewarnai biomassa biofilm yang menempel pada well. Microplate diinkubasi 
selama 20 menit pada suhu ruang. Setelah itu, microplate kembali dicuci 
menggunakan PBS sebanyak tiga kali. Pencucian tersebut berfungsi untuk 
menghilangkan sel sel yang tidak menempel pada microplate. Microplate dibiarkan 
mengering pada suhu ruang dan setelah mengering, microplate diisi dengan asam 
asetat 30% sebanyak 200µL pada masing-masing well. Microplate kembali 
diinkubasi pada suhu ruang selama 20 menit. Selanjutnya melakukan pengukuran 
OD bakteri uji dan kontrol dengan menggunakan microplate reader dengan panjang 
gelombang 595 nm. 
Kekuatan biofilm bakteri uji ditentukan dengan membandingkan nilai 
ODisolat dengan ODcut. Nilai rata-rata ODisolat dikurangi dengan ODcut untuk 
mendapatkan nilai OD. ODcut merupakan rata-rata OD kontrol ditambah dengan 
tiga kali standar deviasi OD kontrol. Rumus untuk menentukan ODcut adalah 
sebagai berikut: 




ODcut = Optical Density cut-off 
ODc = Optical Density kontrol 
SD ODc = Standar deviasi Optical Density kontrol 
Kekuatan dari pembentukan biofilm dapat dilihat pada Tabel 4.1 
Tabel 4.1 Interpretsi hasil kekuatan pembentukan biofilm 
Rata-rata nilai OD Kekuatan pembentukan biofilm 
ODisolat ≤ ODcut Bukan pembentuk biofilm 
ODcut < ODisolat ≤ 2xODcut Pembentuk biofilm lemah 
2x ODcut < ODisolat ≤ 4xODcut Pembentuk biofilm sedang 
4xODcut < ODisolate Pembentuk biofilm kuat 
ODcut = Optical Density cut. ODisolat = Optical Density isolat 
Sumber : (Kashef et al., 2020) 
4.8.4.2. Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm Staphylococcus aureus (Abidah, 
2020; Zaba, 2016) 
Pengujian pencegahan perlekatan biofilm pada penelitian ini 
menggunakan CFS A. aculeatus dengan variasi persentase 100%, 50%, 25%, 12,5% 
dan 6,25%. Sebanyak 200µL CFS dengan variasi persentase dimasukan dalam well 
pada microplate sebagai kelompok uji. Sebanyak 200µL antibiotik Gentamicin 
dimasukkan pada well sebagai kontrol positif. Campuran media TSB, glukosa 5% 
dan PDB dimasukkan pada well kontrol media. Microplate yang telah terisi, 
kemudian diinkubasi selama 60 menit pada suhu 37ºC. Microplate selanjutnya 
dikelarkan dan dicuci menggunakan PBS steril sebanyak tiga kali. Setelah itu 
microplate dikeringkan pada suhu ruang. Selanjutnya 200µL suspense bakteri S. 
aureus dimasukkan ke dalam well kelompok uji, well kontrol positif, dan well 
kontrol negatif. Well control media diisi dengan 200µL campuran media TSB, 
glukosa 5% dan PDB. Microplate diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37⁰C. 
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Microplate  yang telah diinkubasi selanjutnya dikeluarkan dan dicuci menggunakan 
PBS steril sebanyak tiga kali dan dikeringkan. 
Setelah kering, microplate diberi pewarna kristal violet 0,1% pada masing-
masing well. Pemberian pewarna bertujuan untuk mewarnai biomassa biofilm yang 
terbentuk oleh bakteri S. aureus. Pewarnaan kristal violet diinkubasi selama 20 
menit pada suhu ruang. Setelah 20 menit, larutan pewarna dibuang dan microplate 
dicuci dengan menggunakan akuades sebanyak tiga kali dan biarkan mengering 
pada suhu ruang. Microplate yang telah mengering selanjutnya diberi 200µL 
larutan asam asetat 30% pada well dan diinkubasi selama 20 menit pada suhu ruang. 
Larutan asam asetat 30% digunakan untuk melarutkan biofilm yang terbentuk. 
Microplate diamati menggunakan Microplate Reader dengan panjang gelombang 
595 nm. Pencegahan perlekatan biofilm bakteri ditentukan dengan menggunakan 
rumus: 





ODkn = Optical Density kontrol negatif (K-) 
ODuji = Optical Density kelompok uji 
4.8.4.3. Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm Staphylococcus aureus 
(Abidah, 2020; Zaba, 2016 dengan modifikasi) 
Uji penghambatan pertumbuhan biofilm S. aureus menggunakan 
kelompok kontrol dan kelompok uji. Pada penelitian ini menggunakan CFS A. 
aculeatus dengan variasi persentase 100%, 50%, 25%, 12,5% dan 6,25%. Sebanyak 
100µL CFS dengan variasi persentase dan 100µL suspensi bakteri S. aureus 
dimasukan dalam well pada microplate sebagai kelompok uji. Sebanyak 100µL 
antibitik Gentamicin dan 100µL suspensi bakteri S. aureus dimasukkan pada well 
sebagai kontrol positif. Campuran media TSB, glukosa 5% dan PDB dimasukkan 
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pada well kontrol media. Microplate yang telah terisi, kemudian diinkubasi selama 
48 jam pada suhu 37ºC. Microplate selanjutnya dikelarkan dan dicuci 
menggunakan PBS steril sebanyak tiga kali. Setelah itu microplate dikeringkan 
pada suhu ruang.  
Setelah kering, microplate diberi pewarna kristal violet 0,2% pada masing-
masing well. Pemberian pewarna bertujuan untuk mewarnai biomassa biofilm yang 
terbentuk oleh bakteri S. aureus. Pewarnaan kristal violet diinkubasi selama 20 
menit pada suhu ruang. Setelah 20 menit, larutan pewarna dibuang dan microplate 
dicuci dengan menggunakan akuades sebanyak tiga kali dan biarkan mengering 
pada suhu  ruang. Microplate yang telah mengering selanjutnya diberi 200µL 
larutan asam asetat 30% pada well dan diinkubasi selama 20 menit pada suhu ruang. 
Microplate diamati menggunakan Microplate Reader dengan panjang gelombang 
595 nm. Penghambatan perlekatan biofilm bakteri ditentukan dengan menggunakan 
rumus: 





ODkn = Optical Density kontrol negatif (K-) 
ODuji = Optical Density kelompok uji 
4.8.4.4. Uji Penghancuran/Degradasi Biofilm Staphylococcus aureus (Abidah, 
2020; Zaba, 2016 dengan modifikasi) 
Pada penelitian ini menggunakan CFS A. aculeatus dengan variasi 
persentase 100%, 50%, 25%, 12,5% dan 6,25%. Uji penghancuran biofilm bakteri 
S. aureus dilakukan dengan pemberian sebanyak 200µL suspensi bakteri S. aureus 
yang dimasukan dalam well pada microplate sebagai kelompok uji. Pada well 
kontrol media diisi dengan 200µL campuran media TSB, media PDB, dan glukosa 
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5%. Selanjutnya microplate diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37⁰C. Microplate 
yang dikeluarkan dan dicuci dengan PBS steril sebanyak tiga kali dan dikeringkan. 
Selanjutnya Sebanyak 200µL antibitik Gentamicin dimasukkan pada well kontrol 
positif dan 200µL CFS dengan berbagai variasi konsentrasi dimasukkan pada well 
kelompok uji. Campuran media TSB, glukosa 5% dan PDB sebanyak 200µL 
dimasukkan pada well kontrol media. Microplate yang telah terisi, kemudian 
diinkubasi selama 60 menit pada suhu 37ºC. Microplate selanjutnya dikelarkan dan 
dicuci menggunakan PBS steril sebanyak tiga kali. Setelah itu microplate 
dikeringkan pada suhu ruang.  
Setelah kering, microplate diberi pewarna kristal violet 0,2% pada masing-
masing well. Pemberian pewarna bertujuan untuk mewarnai biomassa biofilm yang 
terbentuk oleh bakteri S. aureus. Pewarnaan kristal violet diinkubasi selama 20 
menit pada suhu ruang. Setelah 20 menit, larutan pewarna dibuang dan microplate 
dicuci dengan menggunakan akuades sebanyak tiga kali dan biarkan mengering 
pada suhu  ruang. Microplate yang telah mengering selanjutnya diberi 200µL 
larutan asam asetat 30% pada well dan diinkubasi selama 20 menit pada suhu ruang. 
Microplate diamati menggunakan Microplate Reader dengan panjang gelombang 
595 nm. Pencegahan penghancuran biofilm ditentukan dengan menggunakan 
rumus: 





ODkn = Optical Density kontrol negatif (K-) 
ODuji = Optical Density kelompok uji 
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4.9. Alur Penelitian 
 





4.10. Analisis Data 
Pada penelitian ini, analisis data menggunakan aplikasi Statistical Package 
for the Social Sciences (SPSS). Uji yang digunakan untuk analisis data pada 
penelitian bergantung pada nilai normalitas dan homogenitas data yang didapatkan. 
Uji One-Way Analysis of Variance (ANOVA) dapat digunakan apabila uji 
normalitas pada penelitian ini terdistribusi normal atau taraf signifikansi lebih dari 
0,05 dan homogen. Apabila data yang diperoleh tidak terdistribusi normal atau tidak 
bersifat homogen, maka uji yang dapat dilakukan untuk analisis data penelitian ini 
menggunkaan uji Kruskal Wallis. 
Apabila didapatkan hasil yang bermakna, maka harus dilakukan uji yang 
selanjutnya yaitu uji Post Hoc. Uji Post Hoc digunakan untuk menentukan 
kelompok perlakuan yang berbeda secara signifikan. Uji selanjutnya yaitu uji 
korelasi Pearson untuk mengetahui hubungan (korelasi) antara konsentrasi CFS 















5.1. Identifikasi Jamur Aspergillus aculeatus 
Jamur A. aculeatus didapatkan dari Indonesian Culture Collection (InaCC). 
Identifikasi jamur A. aculeatus dilakukan dengan pengamatan secara makroskopis 
dengan menumbuhkan jamur pada media Potato Dextrose Agar (PDA) selama 7 
hari. 
 
Gambar 5.1 A. aculeatus pada media PDA 
Pada media PDA jamur A. aculeatus tampak koloni dengan bulu dasar 
berwarna putih dan memiliki spora yang berwarna coklat hingga kehitaman 
(Hocking, 2006). Identifikasi jamur A. aculeatus juga diamati secara mikroskopis 




Gambar 5.2 Hasil  pengamatan A. aculeatus secara mikroskopis. Gambar kiri A. 
aculeatus dengan perbesaran 100x. Gambar kiri A. aculeatus dengan perbesaran 
400x. Panah A (gambar sebelah kiri) menujukkan spora A. aculeatus, panah B 
(gambar sebelah kanan) menujukkan vesikel pada A. aculeatus yang lebih besar 
dari konidia. 
 
Pada hasil pengamatan secara mikroskopis terlihat spora yang berwarna 
coklat kehitaman terlihat pada tanda panah (A) di gambar sebelah kiri, dan terlihat 
juga bentuk philades yang memiliki vesikel besar dan lebih besar dari konidia jamur 
terlihat pada tanda panah (B) di gambar sebelah kanan. 
5.2.Pembuatan Cell-Free Supernatant (CFS) Jamur Aspergillus aculeatus 
CFS jamur A. aculeatus diperoleh dari inokulum jamur A. aculeatus yang 
didapatkan dengan mencampurkan jamur A. aculeatus yang memiliki diameter 
8mm pada 100ml Potato Dextrose Broth (PDB). Inokulum tersebut diinkubasi pada 
suhu 28⁰C sampai hari keempat. Inokulum diletakkan pada incubator shaker 
sehingga pencampuran dapat secara merata pada PDB. Setelah itu Inokulum 
disaring sebanyak dua kali untuk diambil CFS A. aculeatus. CFS yang dihasilkan 






Gambar 5.3 Cell Free Supernatant A. aculeatus 
5.3.Identifikasi Bakteri Staphylococcus aureus 
Bakteri S. aureus didapatkan dari Indonesian Culture Collection (InaCC). 
Identifikasi bakteri S. aureus dilakukan di Laboratorium Wiyasa Mandiri Malang 
dengan melakukan uji secara makroskopis, mikroskopis dan biokimia. Uji biokimia 
yang dilakukan yaitu uji mannitol salt agar, uji katalase dan uji gula-gula (manitol 
dan laktosa). 
  
Gambar 5.4 Koloni S. aureus pada media Mannitol Salt Agar (MSA) dan 
pewarnaan Gram S. aureus. 
 
Dari hasil makroskopis pada media MSA terlihat koloni berwarna kuning 
keemasan dan berbentuk cembung, bulat dan menggerombol dengan tepi yang rata 
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serta bentuk soliternya berbentuk cembung, bulat dan terpi juga rata. Secara 
mikroskopis identifikasi bakteri dilakukan dengan pewarnaan Gram. Hasil 
pewarnaan Gram yang diambil dari koloni S. aureus menujukkan bakteri berwarna 
biru dan berbentuk bulat yang berarti bakteri merupakan Gram positif. 
 
Gambar 5.5 Hasil uji gula-gula S. aureus (Uji Laktosa, Maltosa, Manitol) 
 
Pada uji biokimia dengan uji katalase didapatkan hasil positif. Uji gula-
gula yang dilakukan untuk mengetahui kandungan laktosa, maltosa dan manitol, 
serta didapatkan hasil larutan berwarna kekuningan pada kedua uji dan 
menunjukkan hasil positif. Dari hasil biokimia koloni menunjukkan karakteristik 
dari S. aureus. Bakteri S. aureus dapat melakukan katalase dengan memecah 
hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen, sehingga terbentuk gelembung-
gelembung udara dalam pengujian. Bakteri S. aureus mampu memfermentasikan 
manitol, maltosa dan laktosa, sehingga saat diinokulasikan membuat media 
berwarna kuning selnya. 
5.4.Hasil Uji Pertumbuhan Biofilm S. aureus 
Pertumbuhan biofilm S. aureus dilakukan dengan menginkubasi suspensi 
bakteri S. aureus yang memiliki optical density (OD) 0,5 selama 24 jam, 48 jam 
dan 72 jam. Suspensi diinkubasi dalam microplate dengan suhu 37⁰C. Pengukuran 
OD dilakukan pada panjang gelombang 595 nm. Hasil pertumbuhan biofilm bakteri 
S. aureus sebagai ODsuspensi kemudian dibandingan dengan ODcut yang diperoleh 
58 
 
dari hasil hitung. Kemudian biofilm dapat diklasifikasikan jenis biofilm yang 
dihasilkan bakteri S. aureus. 
 
Gambar 5.6 Uji Pertumbuhan biofilm S. aureus 
 
Aktivitas uji pertumbuhan biofilm S. aureus terdiri dari kontrol negatif yang 
terdiri dari media TSB + glukosa 5%. Penghitungan ODcut diperoleh dari rumus 
dasar ODcut = ODkontrol negatif + 3(SD ODkontrol negatif).Pada waktu 24 jam didapatkan 
rata-rata OD suspensi sebesar 1,493 dengan rata-rata kontrol negatif sebesar 0,183. 
Setelah dilakukan perhitungan ODcut pada 24 jam didapatkan hasil 0,270 dan 
4xODcut sebesar 1,083. Pada waktu 48 jam didapatkan rata-rata OD suspensi 
sebesar 1,534 dengan rata-rata kontrol negatif sebesar 0,170. Setelah dilakukan 
perhitungan ODcut pada 48 jam didapatkan hasil 0,227 dan 4xODcut sebesar 0,906. 
Pada waktu 72 jam didapatkan rata-rata OD suspensi sebesar 1,353 dengan rata-
rata kontrol negatif sebesar 0,172. Setelah dilakukan perhitungan ODcut pada 72 
jam didapatkan hasil 0,270 dan 4xODcut sebesar 1,081. Pada hasil di atas terlihat 

















24 jam 48 jam 72 jam
Uji Pertumbuhan Biofilm
Rata-Rata OD suspensi Kontrol Negatif (Media) 4xODcut
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menunjukkan bahwa bakteri S. aureus yang digunakan merupakan kelompok 
pembentuk biofilm kuat pada ketiga waktu. Pada ketiga uji sebenarnya sama-sama 
menunjukkan hasil pembentuk biofilm kuat, namun pada penlitian kali ini terlihat 
bahwa pada uji pembentukan biofilm 72 jam sudah menujukkan hasil yang 
menurun, sehingga terlihat pada puncak pembentukan biofilm terlihat pada uji 48 
jam. 
5.5.Hasil Persentase dan Rata-rata Optical Density (OD) Uji Aktivitas 
Antibiofilm Aspergillus aculeatus 
5.5.1. Hasil Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm S. aureus 
Hasil uji pencegahan perlekatan antibiofilm A. aculeatus terhadap biofilm 
S. aureus berdasarkan persentase hasil uji pencegahan perlekatan biofilm S. aureus 
dibandingkan dengan kelompok kontrol positif dan optical density (OD) kelompok 
uji dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif, kontrol positif dan kontrol 
media. Data dapat dilihat pada grafik berikut. 
 
Gambar 5.7 Persentase Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm S. aureus. 













Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm
Persentase Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm
Kon- 100% Kon- 50% Kon- 25% Kon- 12,50% Kon- 6,25%
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Pada hasil di atas menunjukkan hasil persentase dari uji pencegahan 
perlekatan biofilm S. aureus. Pada hasil di atas telihat bahwa konsentrasi CFS A. 
aculeatus 100% mampu mencegah perlekatan biofilm sebesar 28,74%, pada 
konsentasi CFS A. aculeatus 50% mampu mencegah perlekatan biofilm sebesar 
59,80%, pada konsentasi CFS A. aculeatus 25% mampu mencegah perlekatan 
biofilm sebesar 27,57%, pada konsentasi CFS A. aculeatus 12,5% mampu 
mencegah perlekatan biofilm sebesar 51,74%, pada konsentasi CFS A. aculeatus 
6,25% mampu mencegah perlekatan biofilm sebesar 50,10%. 
 
Gambar 5.8 Hasil Rata- Rata OD Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm S. aureus 
Pada hasil rata-rata OD uji pencegahan perlekatan biofilm S. aureus 
didapatkan rata-rata OD pencegahan perlekatan biofilm S. aureus dari konsentrasi 
100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, kontrol negatif, kontrol positif dan kontrol media 


















Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm
100% 50% 25% 12,50% 6,25% K- K+ KM
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5.5.2. Hasil Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm S. aureus 
Hasil uji penghambatan pertumbuhan antibiofilm A. aculeatus terhadap 
biofilm S. aureus berdasarkan persentase kelompok uji dengan dibandingkan 
kelompok kontrol positif dan optical density (OD) kelompok uji dibandingkan 
dengan kelompok kontrol negatif, kontrol positif dan kontrol media. Data dapat 
dilihat pada grafik berikut. 
 
Gambar 5.9 Persentase Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm S. aureus. 
Keterangan : Kon- (konsentrasi CFS A. aculeatus). 
Pada hasil di atas menunjukkan hasil persentase dari uji pencegahan 
pencegahan pertumbuhan S. aureus. Pada hasil di atas telihat bahwa konsentrasi 
CFS A. aculeatus 100% mampu mencegah perlekatan biofilm sebesar 18,32%, pada 
konsentasi CFS A. aculeatus 50% mampu mencegah pertumbuhan biofilm sebesar 
29,54%, pada konsentasi CFS A. aculeatus 25% mampu mencegah pertumbuhan 
biofilm sebesar 25,20%, pada konsentasi CFS A. aculeatus 12,5% mampu 
mencegah pertumbuhan biofilm sebesar 20,40%, pada konsentasi CFS A. aculeatus 
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Gambar 5.10 Hasil Rata- Rata OD Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm S. 
aureus 
Pada gambar di atas terlihat bahwa nilai OD  penghambatan pertumbuhan 
biofilm S. aureus dari konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, kontrol negatif, 
kontrol positif dan kontrol media secara berturut-turut yaitu 0,471; 0,406; 0,431; 
0,459; 0,495; 0,577; 0,484 dan 0,106. 
5.5.3. Hasil uji Penghancuran Biofilm S. aureus 
Hasil uji penghancuran antibiofilm A. aculeatus terhadap biofilm S. aureus 
berdasarkan persentase kelompok uji dibandingkan dengan kelompok kontrol 
positif optical density (OD) kelompok uji dibandingkan dengan kelompok kontrol 
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Gambar 5.11 Persentase Uji Penghancuran Biofilm S. aureus. 
Keterangan : Kon- (konsentrasi CFS A. aculeatus). 
Pada hasil di atas menunjukkan hasil persentase dari uji penghancuran 
biofilm S. aureus. Pada hasil di atas telihat bahwa konsentrasi CFS A. aculeatus 
100% mampu menghancurkan biofilm sebesar 27,73%, pada konsentasi CFS A. 
aculeatus 50% mampu menghancurkan biofilm sebesar 0,00%, pada konsentasi 
CFS A. aculeatus 25% mampu menghancurkan biofilm sebesar 0,75%, pada 
konsentasi CFS A. aculeatus 12,5% mampu menghancurkan biofilm sebesar 
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Gambar 5.12 Hasil Rata- Rata OD Uji Penghancuran Biofilm S. aureus 
Pada gambar 5.7 terlihat bahwa nilai OD  penghancuran biofilm S. aureus 
dari konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, kontrol negatif, kontrol positif 
dan kontrol media secara berturut-turut yaitu 0,999; 1,408; 1,373; 1,095; 1,151; 
1,383; 1,209 dan 0,286.  
5.6.Hasil Analisis Data 
Analisis data pada hasil penelitian ini menggunakan aplikasi IBM SPSS 
Statistics versi 26. Analisis dilakukan pada setiap uji antibiofilm, yaitu uji 
pencegahan perlekatan biofilm, uji penghambatan pertumbuhan biofilm dan uji 
penghancuran biofilm. Pada analisis data penelitian ini, dilakukan uji normalitas 
dan homogenitas pada hasil OD setiap uji antibiofilm pada kelompok uji serta 
kelompok kontrol. Apabila didapatkan hasil uji yang normal dan homogen 
selanjutnya menggunakan analisis One Way Anova untuk mengetahui adanya 
perbedaan yang signifikan dalam suatu data. Jika terdapat data yang tidak normal 
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Uji selanjutnya yang dilakukan yaitu uji Post Hoc Tukey HSD untuk mengetahui 
data yang signifikan terhadap kelompok satu dan lainnya. Kemudian uji yang 
dilakukan yaitu uji korelasi pearson untuk mengetahui arah dan tingkat hubungan 
pada masing-masing uji antibiofilm. 
5.6.1. Uji Normalitas dan Homogenitas  
Uji normalitas yang digunakan dalam penelitian ini menggunakan uji 
Shapiro-Wilk dan uji homogentitas yang digunakan yaitu Lavene. Pengambilan 
keputusan berdasarkan hasil p-value. Data dikatakan terdistribusi normal dan 
homogen apabila p-value lebih dari 0,05. Data yang tidak terdistribusi normal dan 
tidak homogen memiliki p-value kurang dari 0,05. Data uji normalitas dan 
homogenitas dapat dilihat dari tabel berikut. 
Tabel 5.1 Hasil Uji Normalitas dan Homogenitas 





Normalitas Homogenitas Normalitas Homogenitas Normalitas Homogenitas 
Konsentrasi 100% 0,573 0,002 0,634 0,295 0,259 0,256 
Konsentrasi 50% 0,439 0,869 0,285 
Konsentrasi 25% 0,433 0,370 0,176 
Konsentrasi 12,5% 0,305 0,294 0,318 
Konsentrasi 6,25% 0,255 0,210 0,269 
Kontrol Positif 0,617 0,100 0,291 
Kontrol Negatif 0,071 0,326 0,221 
Kontrol Media 0,363 0,020 0,310 
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Hasil uji normalitas pada tabel terbeut menunjukkan bahwa ketiga uji yang 
dilakukan yaitu uji pencegahan perlekatan biofilm, uji penghambatan pertumbuhan 
biofilm dan uji penghancuran biofilm S. aureus memiliki nilai p-valuue lebih dari 
0,05 yang menunjukkan bahwa data diatas terdistrribusi normal. Pada hasil uji 
homogenitas terlihat bahwa hasil p-value pada uji pencegahan perlekatan biofilm 
S. aureus menunjukkan hasil kurang dari 0,05 yang menunjukkan bahwa data tidak 
homogen, namun pada uji penghambatan pertumbuhan biofilm dan uji 
penghancuran biofilm S. aureus menujukkan hasil lebih dari 0,05 yang berarti data 
homogen. 
5.6.2. Uji One Way Anova dan Kruskall-Wallis 
Uji One Way Anova dan Kruskall-Wallis digunakan untuk mengetahui 
adanya perbedaan yang signifikan dalam suatu data. Data memiliki perbedaan yang 
signifikan apabila dari hasil uji One Way Anova dan Kruskall-Waliis menunjukkan 
nilai p-value kurang dari 0,05 dan data tidak memliki perbedaan signifikan 
ditunjukkan dengan hasil p-value lebih dari 0,05. Dari hasil uji pencegahan 
perlekatan biofilm  S. aureus menggunakan uji Kruskall-Wallis yang didapatkan 
hasil 0,019. Uji penghambatan pertumbuhan biofilm dan uji penghancuran biofilm 
S. aureus menggunkan One Way Anova yang masing-masing menujukkan hasil 
0,000 dan 0,005. Ketiga uji tersebut menunjukkan hasil p-value kurang dari 0,05 
yang berarti terdapat perbedaan yang signifikan. 
5.6.3. Uji Post Hoc 
Uji Post Hoc digunakan untuk mengetahui perbedaan signifikan dari 
masing-masing kelompok data. Uji Post Hoc yang digunakan pada data yang 
terdistribusi normal dan homogen menggunakan uji Tukey HSD dan data yang 
memiliki perbedaan signifikan ditunjukkan pada p-value kurang dari 0,05. Pada 
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data yang tidak normal maupun tidak homogen, untuk mengetahui nilai signifikansi 
menggunakan Mann-Whitney U dengan interpretasi p-value yang kurang dari 0,05 
berarti menunjukkan data yang signifikan. 
a. Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm S. aureus 











K+ K- KM 
Kon 100%  0,513 0,513 0,513 0,513 0,513 0,513 0,050 
Kon 50% 0,513  0,050 0,127 0,050 0,050 0,050 0,050 
Kon 25% 0,513 0,050  0,127 0,127 0,513 0,050 0,050 
Kon 12,5% 0,513 0,127 0,127  0,513 0,127 0,050 0,050 
Kon 6,25% 0,513 0,050 0,127 0,513  0,127 0,050 0,050 
K+ 0,513 0,050 0,513 0,127 0,127  0,050 0,050 
K- 0,513 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050  0,050 
KM 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050  
Keterangan : Kon (konsentrasi); K+ (kontrol positif); K- (kontrol negatif), KM (kontrol 
media). Warna latar abu-abu menandakan data signifikan (p-value kurang dari 0,05) 
Pada hasil uji Mann-Whitney U pencegahan perlekatan biofilm S. aureus 
tidak didapatkan perbedaan yang signifikan antar kelompok. 
b. Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm S. aureus 











K+ K- KM 
Kon 100%  1,000 0,997 1,000 1,000 1,000 0,648 0,002 
Kon 50% 1,000  0,999 1,000 1,000 1,000 0,605 0,003 
Kon 25% 0,997 0,999  1,000 0,954 0,984 0,290 0,008 
Kon 12,5% 1,000 1,000 1,000  0,998 1,000 0,529 0,003 
Kon 6,25% 1,000 1,000 0,954 0,998  1,000 0,862 0,001 
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K+ 1,000 1,000 0,984 1,000 1,000  0,771 0,001 
K- 0,648 0,605 0,290 0,529 0,862 0,771  0,000 
KM 0,002 0,003 0,008 0,003 0,001 0,001 0,000  
Keterangan : Kon (konsentrasi); K+ (kontrol positif); K- (kontrol negatif), KM (kontrol 
media). Warna latar abu-abu menandakan data signifikan (p-value kurang dari 0,05) 
Berdasarkan hasil uji Post Hoc Tukey HSD penghambatan pertumbuhan 
biofilm S. aureus terdapat perbedaan signifikan antara OD pada kontrol media 
terhadap 5 konsentrasi uji dan 2 kelompok kontrol lainnya yaitu konsentrasi 100%, 
konsentrasi 50%. Konsentrasi 25%, konsentrasi 12,5%, konsentrasi 6,25%, kontrol 
positif dan kontrol negatif. 
c. Uji Penghancuran Biofilm S. aureus 











K+ K- KM 
Kon 100%  0,353 0,428 0,967 0,911 0,975 0,405 0,331 
Kon 50% 0,353  1,000 0,889 0,956 0,870 1,000 0,005 
Kon 25% 0,428 1,000  0,936 0,980 0,922 1,000 0,007 
Kon 12,5% 0,967 0,889 0,936  1,000 1,000 0,924 0,062 
Kon 6,25% 0,911 0,956 0,980 1,000  1,000 0,974 0,041 
K+ 0,975 0,870 0,922 1,000 1,000  0,908 0,608 
K- 0,405 1,000 1,000 0,924 0,974 0,908  0,006 
KM 0,331 0,005 0,007 0,062 0,041 0,068 0,006  
Keterangan : Kon (konsentrasi); K+ (kontrol positif); K- (kontrol negatif), KM (kontrol 
media). Warna latar abu-abu menandakan data signifikan (p-value kurang dari 0,05) 
Pada tabel di atas menunjukkan hasil uji Post Hoc Tukey HSD 
penghancuran biofilm S. aureus terdapat perbedaan signifikan pada OD kontrol 
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media terhadap konsentrasi 50%, konsentrasi 25%, konsentrasi 6,25 dan kontrol 
negatif.  
5.6.4. Uji Korelasi 
Uji Korelasi digunakan untuk mengetahui arah dan tingkat kekuatan 
hubungan antara konsentrasi CFS A. aculeatus terhadap besar OD masing-masing 
kelompok uji antibiofilm S. aureus. Adanya hubungan yang signifikan dapat dilihat 
dari hasil p-value pada uji korelasi Pearson dan Spearman. Uji korelasi ditentukan 
dari nilai normalitas dan homogentitas, jika data terdistribusi normal dan homogen 
dapat menggunakan uji korelasi Pearson. Pada hasil yang tidak memenuhi nilai 
normalitas atau homogenitas atau keduanya dapat menggunakan uji korelasi 
Spearman. Hasil signifikan apabila p-value kurang dari 0,05, apabila hasil p-value 
menunjukkan lebih dari 0,05 berarti tidak terdapat hubungan yang signifikan. 
Tingkat kekuatan hubungan dapat ditentukan dari hasil uji dengan kategori dalam 
tabel berikut. 
Tabel 5.5 Interpretasi Hasil Uji Korelasi 
Nilai Uji Korelasi Interpretasi 
0,00 – 0,20 Tidak ada korelasi 
0,21 – 0,40 Korelasi lemah 
0,40 – 0,60 Korelasi sedang 
0,61 – 0,80 Korelasi kuat 
0,81 – 0,99 Korelasi sangat kuat 
1 Korelasi sempurna 
(Khotimah, 2020; Lestari et al., 2017) 
Hasil uji korelasi juga dapat memiliki tanda positif maupun negatif. Masing-
masing tanda memiliki interpretasi yang berbeda, apabila bertanda positif 
70 
 
menunjukkan arah hubungan searah antar variabel, sedangkan tanda negatif 
menunjukkan arah hubungan yang berlawanan arah antar variabel. 
a. Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm S. aureus 
Hasil uji korelasi pada uj pencegahan perlekatan biofilm S. aureus 
menggunakan Spearman dan didaptkan hasil p-value 0,174 yang berarti data 
tidak siginifikan. Hasil korelasi menunjukkan angka -0,335 yang berarti 
terdapat hubungan yang cukup antara konsentrasi CFS A. aculeatus dengan 
hasil OD pencegahan perlekatan biofilm S. aureus. Arah hubungan ditunjukkan 
pada nilai korelasi Spearman yang menunjukkan tanda negatif yang berarti 
semakin besar tingkat konsentrasi CFS A. aculeatus maka semakin kecil nilai 
OD pencegahan perlekatan biofilm S. aureus. Menurut hasil yang diperoleh 
dapat disimpulkan bahwa CFS A. aculeatus tidak memiliki korelasi yang 
signifikan terhadap biofilm S. aureus. 
b. Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm S. aureus 
Hasil uji korelasi pada uj pencegahan perlekatan biofilm S. aureus 
menggunakan Pearson dan didaptkan hasil p-value 0,341 yang berarti data 
tidak siginifikan. Nilai korelasi Spearman menunjukkan angka -0,238 yang 
berarti hubungan korelasi antara konsentrasi CFS A. aculeatus dengan hasil 
OD  terdapat korelasi cukup. Arah korelasi ditunjukkan dari tanda nilai korelasi 
yaitu negatif yang berarti arah korelasi berlawanan arah yang dapat diartikan 
bahwa semakin besar tingkat konsentrasi CFS A. aculeatus maka semakin kecil 
hasil OD penghambatan pertumbuhan biofilm S. aureus. Sehingga dapat 
disimpulkan bahwa besar konsentrasi CFS A. aculeatus tidak memiliki korelasi 
terhadap biofilm S. aureus. 
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c. Uji Penghancuran Biofilm S. aureus 
Hasil uji korelasi pada uji penghancuran biofilm S. aureus menggunakan 
Pearson dan didaptkan hasil p-value 0,153 yang berarti data tidak siginifikan. 
Hasil korelasi menunjukkan angka -0,351 yang menunjukkan derajat hubungan 
korelasi lemah antara OD penghancuran biofilm S. aureus dengan konsentrasi 
CFS A. aculeatus. Arah hubungan ditunjukkan dari tanda pada nilai korelasi 
Pearson yaitu negatif yang menunjukkan arah hubungan berlawanan arah dan 
berarti semakin besar konentrasi CFS A. aculeatus maka semakin kecil OD 
penghancuran biofilm S. aureus. Pada hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa 







Identifikasi Jamur Aspergillus aculeatus 
Dari hasil uji identifikasi jamur Aspergillus aculeatus yang diinkubasi selama 
7 hari sesuai dengan penelitian dari Mizana et al (2016) yang menyebutkan bahwa 
jamur Aspergillus sp. mulai tumbuh pada hari ke-5 dengan hasil didapatkan koloni 
dengan bulu dasar berwarna putih dan memiliki spora yang berwarna coklat hingga 
kehitaman seperti pada gambar 5.1 yang sesuai dengan karakteristik koloni A. 
aculeatus. Pada gambar 5.2 terlihat spora yang berwarna coklat kehitaman dan 
terlihat juga bentuk philades yang memiliki vesikel besar dan lebih besar dari 
konidia jamur (Hocking, 2006). 
Identifikasi Bakteri Staphylococcus aureus 
Hasil uji bakteri Staphylococcus aureus pada Mannitol Salt Agar (MSA) 
terlihat pada gambar 5.4 koloni berwarna kuning keemasan dan berbentuk 
cembung, bulat dan menggerombol dengan tepi yang rata serta bentuk soliternya 
berbentuk cembung, bulat dan terpi juga rata. Secara mikroskopis identifikasi 
bakteri dilakukan dengan pewarnaan Gram. Hasil pewarnaan Gram yang diambil 
dari koloni S. aureus menujukkan bakteri berwarna biru dan berbentuk bulat yang 
berarti bakteri merupakan Gram positif (Syahrurachman, 2019). 
Pada uji biokimia dengan uji katalase didapatkan hasil positif. Uji gula-gula 
yang dilakukan untuk mengetahui kandungan manitol dan laktosa dan didapatkan 
hasil larutan berwarna kekuningan seperti yang terlihat pada gambar 5.5 pada kedua 
uji dan menunjukkan hasil positif. Dari hasil biokimia koloni menunjukkan 
karakteristik dari S. aureus. Bakteri S. aureus dapat melakukan katalase dengan 
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memecah hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen, sehingga terbentuk 
gelembung-gelembung udara dalam pengujian. Bakteri S. aureus mampu 
memfermentasikan manitol dan laktosa, sehingga saat diinokulasikan membuat 
media berwarna kuning selnya (Dewi, 2013; Jiwintarum et al., 2015; Rahmi et al., 
2015; Syahrurachman, 2019). 
Cell-free Supernatant Jamur A. aculeatus 
Cell-free Supernatant (CFS) jamur Aspergillus aculeatus (A. aculeatus) 
didapatkan dari penyaringan inokulasi A. aculeatus. Penyaringan dilakukan 
sebanyak dua kali dan dilakukan pada suhu dingin. Metode penyaringan pada suhu 
dingin dipilih untuk memertahankan kandungan enzim A. aculeatus. Jumlah 
penyaringan dipilih untuk memastikan hanya tersisa enzim pada media (Prateeksha 
et al., 2020). 
Pemilihan konsentrasi CFS A. aculeatus dipilih berdasarkan studi 
pendahuluan yang dilakukan terlebih dahulu oleh peneliti untuk mengetahui 
konsentrasi ekstrak yang sesuai. Pembuatan konsentrasi CFS A. aculeatus 
dilakukan dengan metode dilusi serial pada well yang ada di microplate. Dilusi 
serial dilakukan dengan mengencerkan CFS pada Potato Dextrose Broth (PDB) 
yang ditambah glukosa 2%. 
Uji Pertumbuhan Biofilm S. aureus 
Uji pertumbuhan biofilm dilakukan untuk mengetahui kekuatan bakteri S. 
aureus dalam membentuk biofilm. Pada pembuatan suspensi S. aureus optical 
density (OD) diukur pada spektrofotometer dengan panjang gelombang 595nm. 
Pada perhitungan ODcut didapatkan hasil 0,270 sehingga 4xODcut yaitu 1,081. 
ODsuspensi S. aureus didapatkan hasil 1,493 (24 jam), 1,534 (48 jam) dan 1,355 
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(72 jam). Bakteri S. aureus masuk ke dalam kelompok penghasil biofilm kuat 
karena hasil menunjukkan 4xODcut ≤ Odsuspensi. Berdasarkan hasil identifikasi 
pertumbuhan biofilm, peneliti memilih waktu 48 jam untuk tahap penelitian 
berikutnya karena pada 48 jam didapatkan hasil yang paling tinggi. Hal ini 
didukung bahwa terdapat 31% bakteri S. aureus yang menghasilkan biofilm kuat 
dan sisanya penghasil biofilm sedang pada penelitian (Setiawan et al., 2012) dan 
13% pembentuk biofilm kuat, 7% pembentuk biofilm sedang, 17% pembentuk 
biofilm lemah dan sisanya tidak membentuk biofilm pada penelitian Lasminingrum 
dan Boesoirie (2019). 
Uji Aktivitas Antibiofilm A. aculeatus terhadap S. aureus 
Penelitian uji aktivitas antibiofilm A. aculeatus terhadap biofilm S. aureus 
yang dilakukan merujuk pada penelitian mengenai biofilm sebelumnya dengan 
modifikasi. Pembuatan CFS A. aculeatus dilakukan pertama kali dengan metode 
yang dilakukan oleh  Prateeksha et al (2020) dengan modifikasi. Pembuatan CFS 
dilakukan selama 4 hari dengan diinkubasi pada suhu 28⁰C. Berdasarkan Prateeksha 
et al (2020) suhu tersebut merupakan suhu paling optimal untuk pertumbuhan jamur 
Aspergillus. Selanjutnya jamur yang telah diinkubasi disaring sebanyak dua kali, 
hal ini untuk menyisakan enzim ekstraseluler yang dihasilkan oleh jamur A. 
aculeatus. 
Penelitian ini merujuk pada penelitian mengenai antibiofilm oleh Abidah 
(2020) dengan sedikit modifikasi. Pembuatan suspensi kemudian dilakukan pada 
penelitian dengan mengikubasi bakteri S. aureus pada suhu 37⁰C. berdasarkan studi 
pendahuluan dan penelitian sebelumnya, suhu 25⁰C dan 37⁰C merupakan suhu yang 
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dapat membuat bakteri tumbuh dengan baik. Setelah itu prosedur penelitian 
antibiofilm dilakukan pada microplate dan diinkubasi selama 37⁰C. 
Masing-masing well yang telah berisi kelompok uji dan kelompok kontrol 
kemudian dicuci menggunakan Phosphate-Buffered Saline (PBS). PBS digunakan 
untuk membuang sel plantonik yang tidak menempel pada dinding well microplate. 
Pemilihan PBS berdasarkan sifat larutan yang isotonik dan non-toxic serta membuat 
sel bakteri tetap terjaga keutuhannya. PBS tidak mempengaruhi proses difusi dan 
osmosis dalam sel, hal ini dikarenakan PBS mampu mempertahankan pH buffer 
tetap netral. PBS tidak merusak biofilm yang dihasilkan oleh bakteri, karena dengan 
PBS sel normal mampu bermetabolisme  (Khotimah, 2020). 
Pewarnaan biofilm dilakukan dengan menambahkan kristal violeh 0,1 
sebanyak 200µL pada masing-masing well. Pewanaan dilakukan selama 20 menit 
dan pada suhu ruang. Pemilihan kristal violet sebagai pewarnaan karena sudah 
sering digunakan, mudah didapat dan harga terjangkau. Kekurangan penggunaan 
kristal violet yaitu sifatnya yang karsinogen dan mudah membekas pada pakaian 
dan kulit (Khotimah, 2020). 
Penambahan asam asetat 30% selama 20 menit digunakan untuk melarutkan 
biofilm yan telah terwarna oleh kristal violeh 0,1%, sehingga OD dapat terbaca 
pada microplate reader.  Pemilihan penggunaan asam asetat 30%  berdasarkan 
penelitian yang dilakukan Zaba (2016). 
Terdapat 8 kelompok perlakuan pada penelitian ini yang terdiri dari 5 
kelompok uji dan 3 kelompok kontrol. Kelompok uji terdiri dari berbagai 
konsentrasi CFS yaitu 100%, 50%, 25%, 12,5% dan 6,25%. Kelompok kontrol 
terdiri dari kontol negatif, positif dan media. Kontrol negatif pada penelitian ini 
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berisi suspensi bakteri yang ditambah dengan TSB + glukosa 5%. Kontrol positif 
menggunakan Gentamicin 5mg/ml. Pemilihan antibiotik Gentamicin berdasarkan 
sifat antibiotik tersebut yang memiliki spektrum luas yang dapat mengeradikasi 
bakteri Gram-positif maupun Gram-negatif. Antibiotik tersebut juga dipercaya 
mampu  menghilangkan biofilm pada bakteri juga (Chauhan et al., 2012). 
Kontrol media yang digunakan pada penelitian ini yaitu TSB + PDB + 
glukosa 5%. Penambahan glukosa sebanyak 5% digunakan untuk menujang 
pertumbuhan bakteri dalam membentuk biofilm. Tanpa penambahan glukosa 
sebenarnya bakteri tetap mampu tumbuh pada media TSB karena TSB mengandung 
glukosa sebanyak 0,25%, namun  semakin besar penambahan glukosa, biofilm yang 
terbentuk akan semakin tinggi (Khotimah, 2020). Penambahan glukos 5% dipilih 
berdasarkan studi pendahuluan sebelumnya. 
Pembentukan biofilm pada bakteri S. aureus terjadi dalam beberapa tahap 
yaitu perlekatan, perkembangan awal struktur biofilm, maturasi dan dispersi sel 
yang akan kembali ke dalam bentuk planktonik. Keterlibatan faktor permukaan sel 
seperti fimbrae, flagella, produksi eksopolisakarida, protein autotransfer diperlukan 
untuk membentuk biofilm. Produksi biofilm pada S. aureus bergantung pada 
kemampuan bakteri untuk menempel, berproliferasi, dan menghasilkan matrik 
ekstraseluler, terutama yang terbentuk dari Polysaccharide Intercelluler Adhesion 
(PIA). Tahap pertama dimulai dari penempelan pada matriks protein seperti 
fibrinogen (Fg), fibronectin (Fn), vitronektin (Vn), dan lain sebagainya. Komponen 
permukaan mikroba akan mengenali molekul matriks penempel ketika terdapat 
daya adhesi yang terikat secara kovalen dengan peptidoglikan pada dinding sel. S. 
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aureus memiliki lebih dari 20 komponen, sehingga dapat mengenali matriks gen 
penempel sementara.  (Hidayati and Liuwan, 2019; Purbowati, 2017) 
Tahap kedua pembentukan biofilm yaitu perkembangan awal struktur 
biofilm. Ikatan nonkovalen seperti enzim autolysin berperan dalam tahap ini. Pada 
tahap ini eksopolisakarida mulai dibentuk dan membuat bakteri-bakteri baru dapat 
melekat. Tahap ketiga yaitu maturasi biofilm, lapisan biofilm akan semakin tebal 
hingga dapat membentuk lebih dari 100 lapisan biofilm. Tahap keempat yaitu 
dispersi sel atau tahap pemecahan. Tahap ini merupakan tahap paling penting dalam 
siklus perkembangan biofilm. Penyebaran dapat terjadi secara menyuluruh atau 
hanya pada bagian tertentu dari biofilm. Setelah itu terbentuk sel planktonik yang 
dapat menginisiasi kembali biofilm baru di bagian yang lain (Hidayati and Liuwan, 
2019).  Adanya aktivitas antibiofilm dibutuhkan untuk mencegah proses perlekatan, 
pertumbuhan serta degradasi biofilm yang dapat menggunakan spesies jamur. 
Pada beberapa jamur terdapat kandungan yang dapat menghasilkan 
antibiofilm, penghambat enzim dan antimikroba. Beberapa kandungan yang dapat 
berguna sebagai antibiofilm di antaranya seperti Cellobiase Dehydrogenase 
Enzyme (CDH) dan β-glucosidase. CDH merupakan suatu enzim ekstraseluler yang 
dihasilkan oleh beberapa jamur.  CDH mampu mengoksidasi laktosa secara efisien 
sehingga dapat menjadi lakton dengan menggunakan mekanisme spectrum luas. 
Sehingga dengan adanya kandungan CDH diharapkan dapat mengoksidasi 
kandungan laktosa pada selubung eksopolisakarida bakteri yang dapat 
menghasilkan biofilm (Yodsing et al., 2018; Rasouli et al., 2020). 
Kandungan lain yang dapat berperan dalam antibiofilm yaitu β-glucosidase. 
β-glucosidase yang memiliki efek memotong ikatan glukosa yang dapat 
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menghambat pembentukan perlekatan bakteri dan juga menghasilkan fenolik. 
Substansi fenolik juga dapat menghambat proses quorum sensing. Penghambatan 
quorum sensing pada S. aureus dapat menghilangkan molekul sinyal pembentukan 
peptida. Sehingga diharapkan dapat mengganggu pertumbuhan bakteri patogen 
tersebut (Damayanti, 2017; Ma’rufah, Hertiani and Anshory, 2013; Baba et al., 
2015; Rasouli et al., 2020). 
Uji aktivitas antibiofilm yang dilakukan pada penlitian ini terdiri dari uji 
pencegahan perlekatan, penghambatan pertumbuhan dan penghancuran biofilm  S. 
aureus  oleh A. aculeatus.  Model grafik yang ditunjukkan pada masing-masing uji 
aktivitas antibiofilm A. aculeatus terhadap S. aureus menunjukkan perbedaan  , baik 
pada uji pencegahan perlekatan, penghambatan pertumbuhan, maupun 
penghancuran biofilm. 
Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm S. aureus 
Pada gambar 5.7 menunjukkan hasil persentase dari uji pencegahan 
perlekatan biofilm S. aureus. Pada hasil telihat bahwa konsentrasi CFS A. aculeatus 
100% mampu mencegah perlekatan biofilm sebesar 28,74%, pada konsentasi CFS 
A. aculeatus 50% mampu mencegah perlekatan biofilm sebesar 59,80%, pada 
konsentasi CFS A. aculeatus 25% mampu mencegah perlekatan biofilm sebesar 
27,57%, pada konsentasi CFS A. aculeatus 12,5% mampu mencegah perlekatan 
biofilm sebesar 51,74%, pada konsentasi CFS A. aculeatus 6,25% mampu 
mencegah perlekatan biofilm sebesar 50,10%, pada kontrol positif mampu 
mencegah perlekatan biofilm sebesar 39,50%. Pada gambar 5.7 terlihat hasil bahwa 
dari uji  pencegahan perlekatan biofilm S. aureus didapatkan konsentrasi terbaik 
terlihat pada konsentrasi 50%  yang menujukkan presentase sebesar 59,80%. 
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Konsentrasi terendah terlihat pada konsentrasi  25% yaitu dengan presentase 
sebesar 27,57%. 
Pada hasil rata-rata OD uji pencegahan perlekatan biofilm S. aureus dapat 
dilihat pada gambar 5.8 dengan didapatkan rata-rata OD pencegahan perlekatan 
biofilm S. aureus dari konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, kontrol negatif, 
kontrol positif dan kontrol media secara berturut-turut yaitu 0,749; 0,422; 0,761; 
0,507; 0,504; 1,051; 0,636 dan 0,173. Nilai OD uji yang lebih rendah berarti 
konsentrasi CFS tersebut mampu mecegah perlekatan biofilm. OD terendah 
didapatkan pada kelompok uji pencegahan perlekatan dengan konsentrasi CFS 
sebesar 50%. Hasil uji kelompok uji dengan konsentrasi 50% memiliki hasil yang 
lebih rendah dibandingkan kelompok kontrol negatif yang memiliki nilai OD 1,051 
yang berarti mampu mencegah perlekatan biofilm dan kelompok kontrol positif 
yang memiliki nilai OD 0,636. Nilai OD dipengaruhi oleh tingkat ketebalan matriks 
biofilm yang dihasilkan oleh pewarnaan kristal violet. Hal ini menunjukkan bahwa 
A. aculeatus memiliki aktivitas antibiofilm dalam pencegahan perlekatan biofilm S. 
aureus. 
Pada konsentrasi 50% didapatkan hasil yang paling baik, sesuai dengan 
konsentrasi yang lebih tinggi akan mencegah perlekatan lebih baik. Konsentrasi 
yang lebih tinggi menandakan kandungan CFS semakin tinggi dan dimungkinkan 
enzim yang dikandung semakin banyak. Pada hasil juga terlihat bahwa konsentrasi 
CFS 100% mengalami kenaikan OD dibandingkan konsentrasi CFS 50%, hal ini 
bisa terkait tentang batas jenuh pada proses pencegahan perlekatan biofilm S. 
aureus, batas jenuh pada uji pencegahan perlekatan terdapat pada kelompok uji 
dengan konsentrasi CFS 50%, sehingga pada konsentrasi CFS 100% tidak bereaksi 
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secara optimal lagi, hal ini yang membuat pada konsentrasi 100% sudah berkurang 
keefektifan CFS A. aculeatus sebagai antibiofilm. Hal ini juga dimungkinkan 
karena nilai absorbansi yang berbeda-beda. Konsentrasi CFS 50% bisa jadi 
memiliki nilai absorbansi yang paling baik dibandingkan konsentrasi 100% dan 
25%. Nilai absorbansi dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti serapan oleh 
pelarut, kuvet dan kesalahan pada fotometrik (Setyawan, 2015). 
Pada hasil konsentrasi 100% juga menujukkan hasil yang lebih rendah dari 
konsentrasi 50%, hal ini juga bisa dimungkinkan dari kesalahan-kesalahan selama 
pengerjaan uji tersebut. Hal tersebut bisa dimungkinkan pada saat pemberian CFS 
yang kurang tepat karena ukuran microplate yang kecil. Kesalahan juga bisa saja 
terjadi saat melakukan proses dilusi bertingkat, bisa saja dalam pencampuran CFS 
A. aculeatus dengan media PDB yang kurang merata. Kontrol positif juga 
mengalami nilai yang rendah yang mengindikasikan bahwa gentamicin kurang 
bekerja biofilm yang dibentuk dari S. aureus. Hal ini juga bisa dikarenakan dosis 
gentamicin yang kurang, sehingga hasil kontrol positif kurang baik dan mungkin 
saja saat melakukan proses pengenceran takarannya kurang tepat, sehingga hasil 
kurang baik. 
OD yang didapat selanjutnya dilakukan analisa menggunakan aplikasi IBM 
SPSS Statistics versi 26. Data yang didapat menunjukkan bahwa data terdistribusi 
normal  namun tidak homogen. Hal ini ditunjukkan pada hasil uji normalitas yang 
didapatkan p-value lebih dari 0,05 namun pada uji homogenitas p-value 
menunjukkan hasil kurang dari 0,05. Uji selanjutnya yang dilakukan yaitu 
menggunakan Kruskal wallis dan didapatkan hasil kurang dari 0,05 yang 
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan pada hasil pencegahan 
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perlekatan biofilm S. aureus. Uji selanjutnya pada uji pencegahan perlekatan 
biofilm S. aureus adalah uji Mann-Whitney U dan tidak terdapat perbedaan yang 
signifikan antar kelompok. 
Tingkat kekuatan hubungan dan arah hubungan didapatkan menggunakan 
uji korelasi Spearman.  Hasil uji korelasi pada uj pencegahan perlekatan biofilm S. 
aureus menggunakan Spearman dan didaptkan hasil p-value 0,174 yang berarti data 
tidak siginifikan. Hasil korelasi menunjukkan angka -0,335 yang berarti terdapat 
hubungan yang cukup antara konsentrasi CFS A. aculeatus dengan hasil OD 
pencegahan perlekatan biofilm S. aureus. Arah hubungan ditunjukkan pada nilai 
korelasi Spearman yang menunjukkan tanda negatif yang berarti semakin besar 
tingkat konsentrasi CFS A. aculeatus maka semakin kecil nilai OD pencegahan 
perlekatan biofilm S. aureus. Menurut hasil yang diperoleh dapat disimpulkan 
bahwa besar nilai OD pencegahan perlekatan biofilm S. aureus tidak memiliki 
korelasi oleh besar konsentrasi CFS A. aculeatus. Hal ini menunjukkan bahwa 
aktivitas antibiofilm CFS A. aculeatus rendah, sehingga kurang efektif digunakan 
sebagai bahan pencegahan perlekatan biofilm S. aureus. 
Bentuk grafik pada pencegahan perlekatan biofilm S. aureus menunjukkan 
bentuk sigmoid yang bisa saja disebabkan oleh konsentrasi CFS A. aculeatus. Hal 
ini bisa dikarenakan kadar jenuh dari CFS A. aculeatus terhadap perlekatan biofilm 
S. aureus. Pada saat uji pencegahan perlekatan biofilm, terlihat pada konsentrasi 
50% merupakan tingkat konsentrasi dengan perlekatan biofilm terendah. Hal ini 
menujukkan bahwa pada konsentasi 50% merupakan tingkat konsentrasi paling 
baik dalam mencegah perlekatan biofilm S. aureus. Pada hasil korelasi juga 
ditunjukkan bahwa hasil yang didapatkan semakin tinggi konsentrasi maka semakin 
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rendah OD yang didapat atau semakin baik CFS bekerja untuk melakukan proses 
pencegahan biofilm melekat. Kenaikan konsentrasi juga mengindikasikan bahwa 
semakin banyak juga enzim pada CFS yang berperan dalam mencegah perlekatan 
biofilm.  
Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm S. aureus 
Pada gambar 5.9 menunjukkan hasil persentase dari uji penghambatan 
pertumbuhan S. aureus. Pada hasil telihat bahwa konsentrasi CFS A. aculeatus 
100% mampu menghambat pertumbuhan biofilm sebesar 18,32%, pada konsentasi 
CFS A. aculeatus 50% mampu menghambat pertumbuhan biofilm sebesar 29,54%, 
pada konsentasi CFS A. aculeatus 25% mampu menghambat pertumbuhan biofilm 
sebesar 25,20%, pada konsentasi CFS A. aculeatus 12,5% mampu menghambat 
pertumbuhan biofilm sebesar 20,40%, pada konsentasi CFS A. aculeatus 6,25% 
mampu menghambat pertumbuhan biofilm sebesar 14,10%, pada kontrol positif 
mampu mencegah pertumbuhan biofilm sebesar 16,70%. Pada gambar 5.9 terlihat 
hasil dari uji penghambatan pertumbuhan biofilm S. aureus dan didapatkan bentuk 
grafik sigmoid. Konsentrasi terbaik terlihat pada konsentrasi 50%  yang 
menujukkan presentase sebesar 29,54%. Konsentrasi terendah terlihat pada 
konsentrasi  6,25% yaitu dengan presentase sebesar 14,10%. 
Pada gambar 5.10 terlihat bahwa nilai OD  penghambatan pertumbuhan 
biofilm S. aureus dari konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, kontrol negatif, 
kontrol positif dan kontrol media secara berturut-turut yaitu 0,471; 0,406; 0,431; 
0,459; 0,495; 0,577; 0,484 dan 0,106. OD terendah pada kelompok uji pencegahan 
perlekatan terlihat pada konsentrasi 50%. Hasil uji kelompok uji dengan konsentrasi 
50% memiliki hasil yang lebih rendah dibandingkan kelompok kontrol negatif yang 
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memiliki nilai OD 0,577 dan kelompok kontrol positif yang memiliki nilai OD 
0,484. Hasil OD kelompok dengan perlakuan 50% yang lebih rendah dari nilai OD 
kontrol negatif menujukkan bahwa dengan pemeberian CFS A. aculeatus mampu 
menghambat pertumbuhan dari biofilm. Nilai OD dipengaruhi oleh tingkat 
ketebalan matriks biofilm yang dihasilkan oleh pewarnaan kristal violet. Hal ini 
menunjukkan bahwa A. aculeatus memiliki aktivitas antibiofilm dalam 
penghambatan pertumbuhan biofilm S. aureus. 
Pada konsentrasi yang semakin tinggi, kandungan enzim pada CFS akan 
semakin tinggi, hal ini membuat semakin tinggi konsentrasi CFS akan semakin baik 
dalam menghambat pertumbuhan biofilm. Pada konsentrasi 50% terlihat hasil yang 
paling baik, sesuai dengan semakin besar konsentrasi CFS akan semakin rendah 
OD yang dihasilkan atau semakin rendah pertumbuhan biofilm. Pada hasil juga 
ditunjukkan bahwa pada konsentasi 100% terdapat penurunan persentase 
penghambatan pertumbuhan biofilm S. aureus yang menandakan pada konsentrasi 
tersebut hasilnya tidak sebaik pada konsentrasi sebelumnya. Hal ini dimungkinkan 
karena adanya batas jenuh konsentrasi CFS untuk menghambat pertumbuhan 
biofilm S. aureus. Pada konsentrasi CFS 50% bisa dikatakan sebagai batas jenuh 
untuk menghambat pertumbuhan biofilm S. aureus. Sehingga pada konsentrasi 
100% tidak bereaksi secara optimal lagi. Pada penelitian Rasouli et al., (2020) 
disebutkan bahwa konsentrasi kadar CDH yang dapat menghambat pertumbuhan 
biofilm bakteri Pseudomonas aeruginosa dan Staphylococcus epididimis terlihat 
pada kadar tengah atau 12,5µg/ml. Kadar CDH di atas 12,5µg/ml pada penelitian 
tersebut juga mengalami penurunan seperti pada penlitian ini. Selain itu terdapat 
kemungkinan tingkat absorbansi yang berbeda-beda setiap kelompok uji, sehingga 
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konsentrasi 100% yang seharusnya memiliki hasil yang lebih baik dari konsentrasi 
50% menjadi tingkat persentasenya rendah. Tingkat absorbansi dipengaruhi dari 
beberapa faktor seperti serapan dari pelarut, kuvet dan kesalahan dari fotometrik 
saat pengukuran OD. Kesalahan juga bisa terjadi selama penelitian yang membuat 
hasil pada 100% menjadi rendah. Hal ini dimungkinkan saat penelitian kurang tepat 
saat memberikan CFS A. aculeatus pada microplate yang memiliki well yang kecil. 
Pada kontrol positif juga didapatkan hasil yang rendah, hal ini memiliki 
banyak kemungkinan yang dapat terjadi, bisa saja kontrol positif yang digunakan 
memiliki resistensi terhadap S. aureus. Uji pendahuluan yang telah dilakukan 
terkait kadar hambat minimal antara A. aculeatus terhadap biofilm A. aculatus 
dengan kontrol positif gentamicin memiliki hasil yang baik, mungkin dalam hal ini 
gentamicin kurang baik dalam mengatasi biofilm yang terbentuk pada S. aureus. 
Uji yang dilakukan selanjutnya itu analisis statistik. Berdasarkan uji 
normalitas dan homogentitas didapatkan hasil bahwa data terdistribusi normal dan 
homogen.  Hal ini ditunjukkan pada nilai p-value pada uji normalitas dan uji 
homogenitas yang mendapatkan hasil lebih dari 0,05 . pada uji homogenitas 
didapatkan p-value sebesar 0,295. Uji selanjutnya yang dilakukan yaitu 
menggunakan One Way Anova dan didapatkan hasil kurang dari 0,05 yang 
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan pada hasil pencegahan 
perlekatan biofilm S. aureus. Uji Post Hoc Tukey HSD dilakukan untuk melihat 
perbedaan signifikansi nilai OD pada 5 kelompok uji dan 3 kelompok kontrol. 
Berdasarkan hasil uji Post Hoc Tukey HSD penghambatan pertumbuhan biofilm S. 
aureus terdapat perbedaan signifikan antara OD pada kontrol media terhadap 5 
konsentrasi uji dan 2 kelompok kontrol lainnya yaitu konsentrasi 100%, konsentrasi 
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50%. Konsentrasi 25%, konsentrasi 12,5%, konsentrasi 6,25%, kontrol positif dan 
kontrol negatif. 
Tingkat kekuatan dan arah hubungan diketahui dari uji korelasi Pearson. 
Hasil uji korelasi pada uj pencegahan perlekatan biofilm S. aureus menggunakan 
Pearson dan didaptkan hasil p-value 0,341 yang berarti data tidak siginifikan. Nilai 
korelasi Spearman menunjukkan angka -0,238 yang berarti hubungan korelasi 
antara konsentrasi CFS A. aculeatus dengan hasil OD  terdapat korelasi cukup. Arah 
korelasi ditunjukkan dari tanda nilai korelasi yaitu negatif yang berarti arah korelasi 
berlawanan arah yang dapat diartikan bahwa semakin besar tingkat konsentrasi CFS 
A. aculeatus maka semakin kecil hasil OD penghambatan pertumbuhan biofilm S. 
aureus. Sehingga dapat disimpulkan bahwa besar nilai OD penghambatan 
pertumbuhan biofilm S, aureus tidak terdapat korelasi oleh konsentrasi CFS A. 
aculeatus. Hal ini menjukkan aktivitas antibiofilm CFS A. aculeatus kurang efektif 
dalam penghambatan pertumbuhan biofilm S. aureus. 
Bentuk grafik pada penghambatan pertumbuhan biofilm S. aureus 
menunjukkan bentuk sigmoid yang bisa saja disebabkan oleh konsentrasi CFS A. 
aculeatus. Hal ini bisa dikarenakan kadar jenuh dari CFS A. aculeatus terhadap 
pertumbuhan biofilm S. aureus. Pada saat uji pencegahan perlekatan biofilm, 
terlihat pada konsentrasi 50% merupakan tingkat konsentrasi dengan pertumbuhan 
biofilm terendah. Berdasarkan uji korelasi yang menunjukkan arah negatif yang 
berarti semakin besar konsentrasi akan membuat OD semakin rendah atau 
mengindikasikan pertumbuhan biofilm yang semakin sedikit. Hal tersebut dapat 
diartikan dengan pertambahan konsentrasi CFS akan membuat semakin baik. 
Penambahan konsentrasi CFS membuat zat-zat seperti enzim yang terkandung pada 
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CFS akan semakin banyak, sehingga semakin banyak pula enzim yang mampu 
menghambat pertumbuhan biofilm S. aureus.  
Uji Penghancuran Biofilm S. aureus 
Pada gambar 5.11 menunjukkan hasil persentase dari uji penghancuran 
biofilm S. aureus. Pada hasil di gambar menunjukkan hasil persentase dari uji 
penghancuran biofilm S. aureus. Pada hasil di atas telihat bahwa konsentrasi CFS 
A. aculeatus 100% mampu menghancurkan biofilm sebesar 27,73%, pada 
konsentasi CFS A. aculeatus 50% mampu menghancurkan biofilm sebesar 0,00%, 
pada konsentasi CFS A. aculeatus 25% mampu menghancurkan biofilm sebesar 
0,75%, pada konsentasi CFS A. aculeatus 12,5% mampu menghancurkan biofilm 
sebesar 20,82%, pada konsentasi CFS A. aculeatus 6,25% mampu menghancurkan 
biofilm sebesar 12,60%, pada kontrol positif mampu menghancurkan biofilm 
sebesar 12,60%. 
Pada gambar 5.12 terlihat bahwa nilai OD  penghancuran biofilm S. aureus 
dari konsentrasi 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, kontrol negatif, kontrol positif 
dan kontrol media secara berturut-turut yaitu 0,999; 1,408; 1,373; 1,095; 1,151; 
1,383; 1,209 dan 0,286. Pada gambar 5.12 juga terlihat bahwa nilai OD  
penghambatan pertumbuhan biofilm S. aureus dari konsentrasi 100%, 50%, 25%, 
12,5%, 6,25% secara berturut-turut yaitu 0,853; 1,585; 1,707; 1,321 dan 1,604. OD 
terendah pada kelompok uji pencegahan perlekatan terlihat pada konsentrasi 100%. 
Hasil uji kelompok uji dengan konsentrasi 100% memiliki hasil yang lebih rendah 
dibandingkan kelompok kontrol negatif yang memiliki nilai OD 1,383 dan 
kelompok kontrol positif yang memiliki nilai OD 1,209. Nilai OD dipengaruhi oleh 
tingkat ketebalan matriks biofilm yang dihasilkan oleh pewarnaan kristal violet. Hal 
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ini menunjukkan bahwa A. aculeatus memiliki aktivitas antibiofilm dalam 
penghancuran biofilm S. aureus. 
Hal ini menunjukkan bahwa CFS A. aculeatus memiliki aktivitas dalam 
penghancuran biofilm S. aureus dengan konsentrasi terbaik pada konsentrasi 100%. 
Pada gambar 5.11 terlihat mulai dari konsentrasi CFS A. aculeatus 6,25% terjadi 
peningkatan yang memungkin dengan adanya kenaikan konsentrasi akan 
menimbulkan dosis yang semakin baik dan dengan penambahan konsentrasi dapat 
menambah jumlah enzim yang terkandung pada CFS yang digunakan, namun pada 
konsentrasi 50% dan 25% dimungkinkan enzim kurang efektif untuk bekerja 
menghancurkan biofilm bakteri S. aureus. Pada konsentrasi 50% dan 25% memiliki 
hasil yang kurang bagus, hal ini bisa dikarenakan terdapat kesalahan juga dalam 
proses penelitian. Kesalahan bisa terjadi saat melakukan proses dilusi serial yang 
kurang meratanya pencampuran media dan CFS A. aculeatus. Pada kontrol positif 
juga didapatkan hasil yang kurang baik yang dapat mengindikasikan bakteri yang 
digunakan resisten terhadap gentamicin, atau dikarenakan dosis gentamicin yang 
digunkan kurang untuk menghancurkan biofilm yang dihasilkan oleh S. aureus. 
Uji yang dilakukan selanjutnya itu analisis statistik. Berdasarkan uji 
normalitas dan homogentitas didapatkan hasil bahwa data terdistribusi normal dan 
homogen.  Hal ini ditunjukkan pada nilai p-value pada uji normalitas dan uji 
homogenitas yang mendapatkan hasil lebih dari 0,05 . pada uji homogenitas 
didapatkan p-value sebesar 0,256. Uji selanjutnya yang dilakukan yaitu 
menggunakan One Way Anova dan didapatkan hasil kurang dari 0,05 yang 
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan pada hasil pencegahan 
perlekatan biofilm S. aureus. Uji Post Hoc Tukey HSD dilakukan untuk melihat 
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perbedaan signifikansi nilai OD pada 5 kelompok uji dan 3 kelompok kontrol. Pada 
tabel hasil uji Post Hoc Tukey HSD penghancuran biofilm S. aureus terdapat 
perbedaan signifikan pada OD kontrol media terhadap konsentrasi 50%, 
konsentrasi 25%, konsentrasi 6,25 dan kontrol negatif. 
Hasil uji korelasi pada uji penghancuran biofilm S. aureus menggunakan 
Pearson dan didaptkan hasil p-value 0,153 yang berarti data tidak siginifikan. Hasil 
korelasi menunjukkan angka -0,351 yang menunjukkan derajat hubungan korelasi 
lemah antara OD penghancuran biofilm S. aureus dengan konsentrasi CFS A. 
aculeatus. Arah hubungan ditunjukkan dari tanda pada nilai korelasi Pearson yaitu 
negatif yang menunjukkan arah hubungan berlawanan arah dan berarti semakin 
besar konentrasi CFS A. aculeatus maka semakin kecil OD penghancuran biofilm 
S. aureus. Pada hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa besar nilai OD 
penghancuran biofilm S. aureus tidak berkorelasi dengan besar konsentrasi CFS A. 
aculeatus.  
Kajian Integrasi Islam mengenai Aktivitas Antibiofilm A. aculeatus terhadap 
Biofilm S. aureus 
S. aureus merupakan bakteri yang sering menyebabkan penyakit bagi 
manusia. Beberapa penyakit yang disebabkan oleh S. aureus mampu membuat S. 
aureus semakin lama penyembuhannya, hal ini dikarenakan bakteri S. aureus 
memiliki virulensi yang dapat membentuk biofilm. Karena adanya pembentukan 
biofilm pada beberapa strain S. aureus, menyebabkan pengobatan antibiotik yang 
digunakan cenderung kurang efektif. Antibiotik merupakan satu-satunya 
pengobatan untuk penyakit yang disebabkan oleh bakteri. Adanya sifat resisten 
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pada antibiotik membuat tingkat morbiditas dan mortalitas semakin tinggi, terutama 
bagi oarang yang memiliki imunitas rendah. 
Dalam Qur’an disebutkan pada Surat Asy-Syu’ara ayat 7 yang berbunyi: 

























Artinya : “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak Kami 
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam pasangan (tumbuh-tumbuhan) yang 
baik?”.  
 
Pada ayat tersebut ditafsirkan menurut Ustadz Marwan Hadidi bin Musa 
(2020) dijelaskan bahwa ditumbuhkan berbagai pasang tanaman yang dipercaya 
memiliki banyak kemanfaatan. Salah satu manfaat tumbuhan terdapat pada jamur 
yang perlu kita teliti seperti penggunaannya sebagai obat untuk lebih mendalami 
ayat tersebut. 
Pengembangan agen antibiofilm yang dapat mengatasi biofilm yang 
dihasilkan oleh S. aureus  dilakukan dengan bahan dasar tumbuhan. Jamur termasuk 
kedalam tumbuhan eukariota. Jamur A. aculeatus memiliki senyawa seperti 
Cellobiase Dehygrogenase (CDH) dan β-glucosidase yang pada penelitian 
sebelumnya mampu untuk menghasilkan senyawa antibiofilm.  Jamur A. aculeatus 
diduga memiliki potensi untuk menjadi senyawa antibiofilm terhadap biofilm yang 
dihasilkan oleh S. aureus. Pada hasil penelitian aktivitas antibiofilm A. aculeatus 




Gambar 6.1 Hasil Optical Density (OD) uji antibiofilm A. aculeatus terhadap S. aureus. 
 
Pada  hasil tersebut terlihat bahwa A. aculeatus memiliki aktivitas sebagai 
bahan antibiofilm terhadap biofilm S. aureus. Aktivitas uji antibiofilm secara 
berturut-turut dari yang tertinggi yaitu uji penghancuran biofilm, uji pencegahan 
perlekatan biofilm dan uji penghambatan pertumbuhan biofilm. 
Penelitian ini diharapkan dapat dikembangkan kembali untuk menemukan 
bahan antibiofilm yang tepat dan efektif untuk suatu bakteri atau penghasil biofilm 
lainnya. Penelitian ini diharapkan mempu menambah semangat pada peneliti 
muslim untuk terus mengembangkan antibiofilm, sehingga dapat membantu dalam 
mengatasi tingkat mortalitas dan morbiditas oleh agen yang dapat menghasilkan 
biofilm seperti bakteri S. aureus. Penelitian ini diharapkan juga dapat digunakan 
sebagai tambahan wawasan dan digunakan sebagai dasar untuk mengembangkan 












Uji Pencegahan Perlekatan 0,749 0,422 0,761 0,507 0,524 0,636 1,051 0,173
Uji Penghambaran
Pertumbuhan
0,471 0,406 0,431 0,459 0,495 0,484 0,577 0,168















KESIMPULAN DAN SARAN 
6.1. Kesimpulan 
1. Jamur Aspergillus aculeatus memiliki aktivitas antibiofilm terhadap biofilm 
Staphylococcus aureus. 
2. Jamur Aspergillus aculeatus memiliki aktivitas antibiofilm dalam pencegahan 
perlekatan biofilm S. aureus dengan presentase terbesar pada konsentrasi 50% 
yaitu sebesar 59,80%. 
3. Jamur Aspergillus aculeatus memiliki aktivitas antibiofilm dalam 
penghambatan pertumbuhan biofilm S. aureus dengan presentase terbesar pada 
konsentrasi 50% yaitu sebesar 29,54%. 
4. Jamur Aspergillus aculeatus memiliki aktivitas antibiofilm dalam 
penghancuran biofilm S. aureus dengan presentase terbesar pada konsentrasi 
100% yaitu sebesar 27,73%. 
6.2. Saran 
1. Diperlukan penelitian lanjutan  untuk meneliti kadar hambat minimal dan kadar 
bunuh minimal A. aculeatus terhadap S. aureus sebagai dasar penentuan variasi 
konsentrasi Cell Free-Supernatant A. aculeatus untuk uji antibiofilm. 
2. Pada penelitian selanjutnya dapat meneliti aktivitas antibiofilm A. aculeatus 
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Lampiran 3. Pembuatan Cell-Free Supernatan Jamur Aspergillus aculeatus 
Proses Kegiatan Keterangan 
 
Jamur A. aculeatus yang 
siap digunakan untuk 
membuat CFS A. 
aculeatus. Selanjutnya 
akan diambil dan 
diletakkan ke media PDB. 
 
Pembuatan media PDB 
pada hotplate sampai 
tercampur sempurna. 
 
Proses pencampuran antara 
media dengan jamur A. 
aculeatus pada incubator 
shaker dengan kecepatan 
120g selama 4 hari. 
 
Inokulum jamur A. 
aculeatus yang sudah 
diletakkan dengan media 
PDB pada incubator 




inokulum jamur dengan 
menggunakan kertas 
Whattman no 42 dikeliling 
menggunakan icepack agar 
enzim tetap baik. Setelah 
itu dimasukkan kulkas 
sebelum disentrifuge. 
 
Setelah dimasukkan kulkas 
kurang lebih 15 menit, 




Hasil penyaringan pertama 
di-sentrifuge selama 15 
menit dengan kecepatan 
10.000g. 
 
Penyaringan kedua dengan 
menggunakan kertas 
Whattman ukuran 22 dan 
tetap dikelilingi dengan 
icepack. CFS A. aculeatus 
siap untuk digunakan ke 
tahap selanjutnya. 
 
Lampiran 4. Pengujian Aktivitas Antibiofilm pada Microplate 
Proses Kegiatan Keterangan 
 
Persiapan alat dan bahan 
yang akan dipakai. 






identifikasi biofilm bakteri, 
uji aktivitas antibiofilm 








yang dilakukan inkubasi di 
ruang tertutup setelah 
diberi pewarna kristal 
violet lalu dibasuh 
menggunakan aquades dan 
diberi asam asetat. Gambar 
terakhir merupakan 
mikroplate yang telah 
diberi cairan asam asetat 
dan ditunggu beberapa 
saat. 
 
Lampiran 5. Uji Pertumbuhan Biofilm S. aureus 
a. Suspensi 
Waktu OD Rata-rata OD sd 
24 jam 1,132 1,494 0,854 
0,676 
2,673 
48 jam 1,094 1,534 0,545 
1,098 
2,303 
72 jam 0,352 1,355 0,942 
1,098 
2,616 
b. Kontrol Negatif 
Waktu OD Rata-rata OD sd 





48 jam 0,196 0,172 0,018 
0,169 
0,152 





 ODcut = OD kontrol negatif + 3 (Standar Deviasi ODkontrol negatif) 
ODcut 24 jam = 0,170 + 3(0,034) = 0,271 
ODcut 48 jam = 0,172 + 3(0,018) = 0,227 
ODcut 72 jam = 0,1825 + 3(0,029) = 0,270 
Waktu ODcut 4xODcut OD suspensi Kelompok 
24 jam 0,271 1,084 1,494 Pembentuk Biofilm Kuat 
48 jam 0,227 0,907 1,534 Pembentuk Biofilm Kuat 
72 jam 0,270 1,081 1,355 Pembentuk Biofilm Kuat 
Lampiran 6. Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm S. aureus 
Perlakuan Replikasi OD Rata-rata sd %pencegahan 
Konsentrasi 
CFS 100% 





































1 0,224 0,173 0,036 - 
2 0,139 
3 0,156 
Lampiran 7. Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm S. aureus 
Perlakuan Replikasi OD Rata-rata sd %penghambatan 
Konsentrasi 
CFS 100% 









































Lampiran 8. Uji Penghancuran Biofilm S. aureus 














































Lampiran 9. Analisis Data Uji Pencegahan Perlekatan Biofilm S. aureus 
1. Uji Normalitas Shapiro-Wilk 
 
2. Uji homogenitas Lavene 
Test of Homogeneity of Variances 
 
Levene 
Statistic df1 df2 Sig. 
OD Pencegahan 
Perlekatan 
Based on Mean 5.916 7 16 .002 
Based on Median .787 7 16 .608 
Based on Median and with 
adjusted df 
.787 7 4.138 .633 
Based on trimmed mean 5.142 7 16 .003 
Tests of Normality 
Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 
Statistic df Sig. Statistic df Sig. 
.372 3 . .782 3 .071 
.258 3 . .960 3 .617 
.268 3 . .951 3 .573 
.298 3 . .916 3 .439 
.299 3 . .915 3 .433 
.326 3 . .873 3 .305 
.336 3 . .855 3 .255 
.314 3 . .893 3 .363 









Kruskal-Wallis H 16.733 
df 7 
Asymp. Sig. .019 
a. Kruskal Wallis Test 
b. Grouping Variable: Kelompok 
 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 6.000 
Z -1.964 
Asymp. Sig. (2-tailed) .050 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 6.000 
Z -1.964 
Asymp. Sig. (2-tailed) .050 
106 
 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U 3.000 
Wilcoxon W 9.000 
Z -.655 
Asymp. Sig. (2-tailed) .513 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .700b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 6.000 
Z -1.964 
Asymp. Sig. (2-tailed) .050 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 







Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 6.000 
Z -1.964 
Asymp. Sig. (2-tailed) .050 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 6.000 
Z -1.964 
Asymp. Sig. (2-tailed) .050 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 6.000 
Z -1.964 
Asymp. Sig. (2-tailed) .050 
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Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U 3.000 
Wilcoxon W 9.000 
Z -.655 
Asymp. Sig. (2-tailed) .513 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .700b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 6.000 
Z -1.964 
Asymp. Sig. (2-tailed) .050 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 








Mann-Whitney U 3.000 
Wilcoxon W 9.000 
Z -.655 
Asymp. Sig. (2-tailed) .513 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .700b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U 1.000 
Wilcoxon W 7.000 
Z -1.528 
Asymp. Sig. (2-tailed) .127 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .200b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U 1.000 
Wilcoxon W 7.000 
Z -1.528 
Asymp. Sig. (2-tailed) .127 
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Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .200b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 6.000 
Z -1.964 
Asymp. Sig. (2-tailed) .050 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U 3.000 
Wilcoxon W 9.000 
Z -.655 
Asymp. Sig. (2-tailed) .513 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .700b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 







Mann-Whitney U 3.000 
Wilcoxon W 9.000 
Z -.655 
Asymp. Sig. (2-tailed) .513 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .700b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U 3.000 
Wilcoxon W 9.000 
Z -.655 
Asymp. Sig. (2-tailed) .513 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .700b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U 3.000 
Wilcoxon W 9.000 
Z -.655 
Asymp. Sig. (2-tailed) .513 
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Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .700b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 6.000 
Z -1.964 
Asymp. Sig. (2-tailed) .050 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 6.000 
Z -1.964 
Asymp. Sig. (2-tailed) .050 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 








Mann-Whitney U 1.000 
Wilcoxon W 7.000 
Z -1.528 
Asymp. Sig. (2-tailed) .127 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .200b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 6.000 
Z -1.964 
Asymp. Sig. (2-tailed) .050 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 6.000 
Z -1.964 
Asymp. Sig. (2-tailed) .050 
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Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U 1.000 
Wilcoxon W 7.000 
Z -1.528 
Asymp. Sig. (2-tailed) .127 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .200b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U 1.000 
Wilcoxon W 7.000 
Z -1.528 
Asymp. Sig. (2-tailed) .127 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .200b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 








Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 6.000 
Z -1.964 
Asymp. Sig. (2-tailed) .050 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U 3.000 
Wilcoxon W 9.000 
Z -.655 
Asymp. Sig. (2-tailed) .513 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .700b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 6.000 
Z -1.964 
Asymp. Sig. (2-tailed) .050 
116 
 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 





Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 6.000 
Z -1.964 
Asymp. Sig. (2-tailed) .050 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .100b 
 
a. Grouping Variable: Kelompok 
b. Not corrected for ties. 








Spearman's rho Kelompok Konsentrasi Correlation Coefficient 1.000 -.335 
Sig. (2-tailed) . .174 
N 18 18 
OD Pencegahan Perlekatan Correlation Coefficient -.335 1.000 
Sig. (2-tailed) .174 . 







Lampiran 10. Analisis Data Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm S. 
aureus 
1. Uji Normalitas Shapiro-Wilk 





Statistic df Sig. Statistic df Sig. 
OD Penghambatan 
Pertumbuhan 
Kontrol Negatif .322 3 . .880 3 .326 
Kontrol Positif .367 3 . .794 3 .100 
Konsentrasi 
100% 
.254 3 . .964 3 .634 
Konsentrasi 50% .198 3 . .995 3 .869 
Konsentrasi 25% .312 3 . .895 3 .370 
Konsentrasi 
12,5% 
.329 3 . .869 3 .294 
Konsentrasi 
6,25% 
.345 3 . .838 3 .210 
Kontrol Media .381 3 . .759 3 .020 
a. Lilliefors Significance Correction 
 
2. Uji Homogenitas Lavene 
Test of Homogeneity of Variances 
 Levene Statistic df1 df2 Sig. 
OD Penghambatan 
Pertumbuhan 
Based on Mean 1.340 7 16 .295 
Based on Median .264 7 16 .959 
Based on Median and with 
adjusted df 
.264 7 9.829 .955 
Based on trimmed mean 1.204 7 16 .355 
 
3. Uji One Way Anova 
ANOVA 
OD Penghambatan Pertumbuhan   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups .299 7 .043 7.983 .000 
Within Groups .086 16 .005   




4. Uji Post Hoc Tukey HSD 
Multiple Comparisons 
Dependent Variable:   OD Penghambatan Pertumbuhan   
 
(I) Kelompok (J) Kelompok 
Mean Difference 
(I-J) Std. Error Sig. 
95% Confidence Interval 
 
Lower Bound Upper Bound 
Tukey HSD Kontrol Negatif Kontrol Positif .092667 .059772 .771 -.11427 .29961 
Konsentrasi 100% .105667 .059772 .648 -.10127 .31261 
Konsentrasi 50% .110000 .059772 .605 -.09694 .31694 
Konsentrasi 25% .145333 .059772 .290 -.06161 .35227 
Konsentrasi 12,5% .117667 .059772 .529 -.08927 .32461 
Konsentrasi 6,25% .081333 .059772 .862 -.12561 .28827 
Kontrol Media .409000* .059772 .000 .20206 .61594 
Kontrol Positif Kontrol Negatif -.092667 .059772 .771 -.29961 .11427 
Konsentrasi 100% .013000 .059772 1.000 -.19394 .21994 
Konsentrasi 50% .017333 .059772 1.000 -.18961 .22427 
Konsentrasi 25% .052667 .059772 .984 -.15427 .25961 
Konsentrasi 12,5% .025000 .059772 1.000 -.18194 .23194 
Konsentrasi 6,25% -.011333 .059772 1.000 -.21827 .19561 
Kontrol Media .316333* .059772 .001 .10939 .52327 
Konsentrasi 100% Kontrol Negatif -.105667 .059772 .648 -.31261 .10127 
Kontrol Positif -.013000 .059772 1.000 -.21994 .19394 
Konsentrasi 50% .004333 .059772 1.000 -.20261 .21127 
Konsentrasi 25% .039667 .059772 .997 -.16727 .24661 
Konsentrasi 12,5% .012000 .059772 1.000 -.19494 .21894 
Konsentrasi 6,25% -.024333 .059772 1.000 -.23127 .18261 
Kontrol Media .303333* .059772 .002 .09639 .51027 
Konsentrasi 50% Kontrol Negatif -.110000 .059772 .605 -.31694 .09694 
Kontrol Positif -.017333 .059772 1.000 -.22427 .18961 
Konsentrasi 100% -.004333 .059772 1.000 -.21127 .20261 
Konsentrasi 25% .035333 .059772 .999 -.17161 .24227 
Konsentrasi 12,5% .007667 .059772 1.000 -.19927 .21461 
Konsentrasi 6,25% -.028667 .059772 1.000 -.23561 .17827 
Kontrol Media .299000* .059772 .003 .09206 .50594 
Konsentrasi 25% Kontrol Negatif -.145333 .059772 .290 -.35227 .06161 
Kontrol Positif -.052667 .059772 .984 -.25961 .15427 
Konsentrasi 100% -.039667 .059772 .997 -.24661 .16727 
Konsentrasi 50% -.035333 .059772 .999 -.24227 .17161 
119 
 
Konsentrasi 12,5% -.027667 .059772 1.000 -.23461 .17927 
Konsentrasi 6,25% -.064000 .059772 .954 -.27094 .14294 
Kontrol Media .263667* .059772 .008 .05673 .47061 
Konsentrasi 12,5% Kontrol Negatif -.117667 .059772 .529 -.32461 .08927 
Kontrol Positif -.025000 .059772 1.000 -.23194 .18194 
Konsentrasi 100% -.012000 .059772 1.000 -.21894 .19494 
Konsentrasi 50% -.007667 .059772 1.000 -.21461 .19927 
Konsentrasi 25% .027667 .059772 1.000 -.17927 .23461 
Konsentrasi 6,25% -.036333 .059772 .998 -.24327 .17061 
Kontrol Media .291333* .059772 .003 .08439 .49827 
Konsentrasi 6,25% Kontrol Negatif -.081333 .059772 .862 -.28827 .12561 
Kontrol Positif .011333 .059772 1.000 -.19561 .21827 
Konsentrasi 100% .024333 .059772 1.000 -.18261 .23127 
Konsentrasi 50% .028667 .059772 1.000 -.17827 .23561 
Konsentrasi 25% .064000 .059772 .954 -.14294 .27094 
Konsentrasi 12,5% .036333 .059772 .998 -.17061 .24327 
Kontrol Media .327667* .059772 .001 .12073 .53461 
Kontrol Media Kontrol Negatif -.409000* .059772 .000 -.61594 -.20206 
Kontrol Positif -.316333* .059772 .001 -.52327 -.10939 
Konsentrasi 100% -.303333* .059772 .002 -.51027 -.09639 
Konsentrasi 50% -.299000* .059772 .003 -.50594 -.09206 
Konsentrasi 25% -.263667* .059772 .008 -.47061 -.05673 
Konsentrasi 12,5% -.291333* .059772 .003 -.49827 -.08439 
Konsentrasi 6,25% -.327667* .059772 .001 -.53461 -.12073 
*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
 








Kelompok Konsentrasi Pearson Correlation 1 -.238 
Sig. (2-tailed)  .341 
N 18 18 
OD Penghambatan 
Pertumbuhan 
Pearson Correlation -.238 1 
Sig. (2-tailed) .341  




Lampiran 11. Analisis Data Uji Penghancuran Biofilm S. aureus 
1. Uji Normalitas Shapiro-Wilk 





Statistic df Sig. Statistic df Sig. 
OD Penghancuran Kontrol Negatif .221 3 . .986 3 .772 
Kontrol Positif .291 3 . .924 3 .468 
Konsentrasi 100% .259 3 . .959 3 .610 
Konsentrasi 50% .285 3 . .932 3 .496 
Konsentrasi 25% .176 3 . 1.000 3 .979 
Konsentrasi 12,5% .318 3 . .887 3 .345 
Konsentrasi 6,25% .269 3 . .949 3 .565 
Kontrol Media .310 3 . .899 3 .381 
a. Lilliefors Significance Correction 
 
2. Uji Homogenitas Lavene 
Test of Homogeneity of Variances 
 Levene Statistic df1 df2 Sig. 
OD Penghancuran Based on Mean 1.444 7 16 .256 
Based on Median .631 7 16 .724 
Based on Median and with 
adjusted df 
.631 7 10.543 .722 
Based on trimmed mean 1.380 7 16 .279 
 
3. Uji One Way Anova 
ANOVA 
OD Penghancuran   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 2.921 7 .417 4.741 .005 
Within Groups 1.408 16 .088   
Total 4.329 23    
 




Dependent Variable:   OD Penghancuran   
 
(I) Kelompok (J) Kelompok 
Mean Difference 
(I-J) Std. Error Sig. 
95% Confidence Interval 
 
Lower Bound Upper Bound 
Tukey HSD Kontrol Negatif Kontrol Positif .300000 .242219 .908 -.53860 1.13860 
Konsentrasi 100% .530667 .242219 .405 -.30793 1.36927 
Konsentrasi 50% -.025000 .242219 1.000 -.86360 .81360 
Konsentrasi 25% .010333 .242219 1.000 -.82827 .84893 
Konsentrasi 12,5% .288000 .242219 .924 -.55060 1.12660 
Konsentrasi 6,25% .232667 .242219 .974 -.60593 1.07127 
Kontrol Media 1.097667* .242219 .006 .25907 1.93627 
Kontrol Positif Kontrol Negatif -.300000 .242219 .908 -1.13860 .53860 
Konsentrasi 100% .230667 .242219 .975 -.60793 1.06927 
Konsentrasi 50% -.325000 .242219 .870 -1.16360 .51360 
Konsentrasi 25% -.289667 .242219 .922 -1.12827 .54893 
Konsentrasi 12,5% -.012000 .242219 1.000 -.85060 .82660 
Konsentrasi 6,25% -.067333 .242219 1.000 -.90593 .77127 
Kontrol Media .797667 .242219 .068 -.04093 1.63627 
Konsentrasi 100% Kontrol Negatif -.530667 .242219 .405 -1.36927 .30793 
Kontrol Positif -.230667 .242219 .975 -1.06927 .60793 
Konsentrasi 50% -.555667 .242219 .353 -1.39427 .28293 
Konsentrasi 25% -.520333 .242219 .428 -1.35893 .31827 
Konsentrasi 12,5% -.242667 .242219 .967 -1.08127 .59593 
Konsentrasi 6,25% -.298000 .242219 .911 -1.13660 .54060 
Kontrol Media .567000 .242219 .331 -.27160 1.40560 
Konsentrasi 50% Kontrol Negatif .025000 .242219 1.000 -.81360 .86360 
Kontrol Positif .325000 .242219 .870 -.51360 1.16360 
Konsentrasi 100% .555667 .242219 .353 -.28293 1.39427 
Konsentrasi 25% .035333 .242219 1.000 -.80327 .87393 
Konsentrasi 12,5% .313000 .242219 .889 -.52560 1.15160 
Konsentrasi 6,25% .257667 .242219 .956 -.58093 1.09627 
Kontrol Media 1.122667* .242219 .005 .28407 1.96127 
Konsentrasi 25% Kontrol Negatif -.010333 .242219 1.000 -.84893 .82827 
Kontrol Positif .289667 .242219 .922 -.54893 1.12827 
Konsentrasi 100% .520333 .242219 .428 -.31827 1.35893 
Konsentrasi 50% -.035333 .242219 1.000 -.87393 .80327 
Konsentrasi 12,5% .277667 .242219 .936 -.56093 1.11627 
Konsentrasi 6,25% .222333 .242219 .980 -.61627 1.06093 
Kontrol Media 1.087333* .242219 .007 .24873 1.92593 
Konsentrasi 12,5% Kontrol Negatif -.288000 .242219 .924 -1.12660 .55060 
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Kontrol Positif .012000 .242219 1.000 -.82660 .85060 
Konsentrasi 100% .242667 .242219 .967 -.59593 1.08127 
Konsentrasi 50% -.313000 .242219 .889 -1.15160 .52560 
Konsentrasi 25% -.277667 .242219 .936 -1.11627 .56093 
Konsentrasi 6,25% -.055333 .242219 1.000 -.89393 .78327 
Kontrol Media .809667 .242219 .062 -.02893 1.64827 
Konsentrasi 6,25% Kontrol Negatif -.232667 .242219 .974 -1.07127 .60593 
Kontrol Positif .067333 .242219 1.000 -.77127 .90593 
Konsentrasi 100% .298000 .242219 .911 -.54060 1.13660 
Konsentrasi 50% -.257667 .242219 .956 -1.09627 .58093 
Konsentrasi 25% -.222333 .242219 .980 -1.06093 .61627 
Konsentrasi 12,5% .055333 .242219 1.000 -.78327 .89393 
Kontrol Media .865000* .242219 .041 .02640 1.70360 
Kontrol Media Kontrol Negatif -1.097667* .242219 .006 -1.93627 -.25907 
Kontrol Positif -.797667 .242219 .068 -1.63627 .04093 
Konsentrasi 100% -.567000 .242219 .331 -1.40560 .27160 
Konsentrasi 50% -1.122667* .242219 .005 -1.96127 -.28407 
Konsentrasi 25% -1.087333* .242219 .007 -1.92593 -.24873 
Konsentrasi 12,5% -.809667 .242219 .062 -1.64827 .02893 
Konsentrasi 6,25% -.865000* .242219 .041 -1.70360 -.02640 
*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
 




Konsentrasi OD Penghancuran 
Kelompok Konsentrasi Pearson Correlation 1 -.351 
Sig. (2-tailed)  .153 
N 18 18 
OD Penghancuran Pearson Correlation -.351 1 
Sig. (2-tailed) .153  
N 18 18 
 
